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Uber den Phosphatidgehalt verschiedener Muskelarten. 
Von 
Kurt Sorg. 
'  (Ausgefihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
a Wissenschaft.) 
(‘Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


) : (Der Redaktion zugegangen am 27. Februar 192%.) 


In friiheren Untersuchungen wurde festgestellt, daB ver- 
_ schiedene quergestreifte Muskeln charakteristische Unterschiede 
' in der Phosphorverteilung zeigen. Jene Muskeln, die zu rascher 
| Zuckung befahigt sind, dabei aber leicht ermiiden, weisen einen 
'hohen Gehalt an solchen siaureléslichen Phosphorsiureverbin- 
| dungen auf, welche auf fermentativem Wege leicht Ortho- 
| phosphorséiure abspalten, wihrend der Gehalt an derartigen 
| Substanzen in Muskelarten, die sich langsamer kontrahieren, 
aber schwerer ermiiden, wesentlich geringer ist.) 


LiBt man die zerkleinerte Muskulatur bei einer Temperatur von 


j etwa 40° unter Zusatz von Natriumbicarbonatlésung 2 Stunden stehen, 
t | werden die oben genannten Substanzen annihernd quantitativ ge- 
; s spalten. Urspriinglich wurde angenommen, dab in dieser Fraktion nur 


ne Substanz, niimlich das Lactacidogen, das unterdessen als Hexose- 
monophosphorsiiure erkannt wurde?), enthalten sei. 
In jiingster Zeit ist es aber Lohmann®) gelungen, als Bestandteil 


G. Embden u. E. Adier, Diese Zs. Bd. 113, 8. 201 (1921): 

G. Lyding, a. a. O. Bd. 113, S, 223 (1921); P. Panajotakos, a a. O 
Bd. 113, S. 245 (1921). 

> G. Embden u. M. Zimmermann, Diese Zs. Bd. 167, 8S. 114 


*) K. Lohmann, Naturwiss. Bd. 16, S. 298 (1928); Biochem. Zs. 
Bd. 202, S. 466 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXII. 
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der genannten Fraktion Pyrophosphorsiiure aufzufinden, die — wenigstens 
in den bisher untersuchten Muskelarten — in gréBerer Menge vor- 
handen zu sein scheint als das Lactacidogen. Auch das Phosphokreatiy 
war zur Zeit jener iilteren Untersuchungen noch unbekannt, wurde aber 
stets als Orthophosphat mitbestimmt, so daB sein Vorhandensein dj. 
Bestimmung der Summe des Lactacidogens und der Pyrophosphorsiiure 
nicht stérte. 

Wiihrend also ein hoher Gebalt leicht unter Orthophosphorsiiure- 
bildung zerfallender siiureléslicher Phosphorsiiureverbindungen fiir rase) 
zueckende Muskeln charakteristisch ist, findet sich in Muskelarten, die 
zu lang andauernder Arbeitsleistung befihigt sind, eine relativ grote 
Menge von sogenannter Restphosphorsiiure, d. h. von solchen Phosphor. 
siiureverbindungen, welche unter den eben genannten Bedingungen keine, 
oder wenigstens keine erhebliche Menge Orthophosphorsaure_bilden. 
Dem siiureléslichen Anteil dieser Restphosphorsiure gehért die kiirzlich 
aufgefundene Muskeladenylsiure an, in der siiureunléslichen Restfraktion 
miissen die Phosphatide enthalten sein. 

Schon friiher war festgestellt worden, daB der Dauerleistungsfihiy. 
keit verschiedener Muskeln ein und derselben Tierart im allgemeinen 
ihr Cholesteringehalt entspricht, der z. B. im roten Musculus semitendinosus 
des Kaninchens gréfer als im hellen Musculus biceps femoris ist und 
in dem zu gréB8ter Dauerleistungsfiihigkeit befihigten Herzmuskel die 
héchsten Werte erreicht.’) 

Nach einer von Embden und Lawaczeck entwickelte: 
Anschauung geht die Dauerleistungsfihigkeit eines Muske!s 
seinem Gehalt an membranartigen, wohl mit dem Sarkoplasm« 
identischen Grenzschichten, an Restphosphorsiure sowie an 
Cholesterin parallel, was dadurch erklirt wird, daB Cholesteri 
und die der unléslichen Restphosphorsiurefraktion angehorige: 
Phosphatide charakteristische Bestandteile eben der sarko- 
plasmatischen Grenzschichten sein sollen. 

Wahrend die Fraktion der unldéslichen Restphosphorsiure 
des 6fteren bestimmt wurde, liegen vergleichende Bestimmunge: 
des Phosphatidgehaltes verschiedener Muskelarten nur in g¢- 
ringer Anzahl und ohne Beziehung zum Sarkoplasma- 


Cholesteringehalt vor.?) Derartige vergleichende Phosphati- 


1 


1) G. Embden u. H. Lawaezeck, Diese Zs. Bd. 125, 8. 199 (1928 
H. Lawaczeck, Diese Zs. Bd. 125, 8.210 u. 229 (1923); K. Hotta. 
Diese Zs. Bd. 128, S. 85 (1923). 

*) Am Herzen wurden Phosphatidbestimmungen in iilterer Zeit ¥ 
Rubow [Arch. f. exper. Pathol. Bd. 52, S$. 173 (1905)] ausgefiihrt. Neue 
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bestimmungen bilden die Aufgabe der vorliegenden Unter- 
suchung. An den gleichen Muskeln, an denen der Phosphatid- 
vehalt ermittelt wurde, fiihrte ich auch Bestimmungen der 
unléslichen Restphosphorsiure aus. 

Hierbei ergab sich nun, dab der vermutete Parallelismus 
zwischen Dauerleistungsfaihigkeit und Phosphatidgehalt tat- 
sichlich besteht und dariiber hinaus, dab der Fraktion der 
unléslichen Restphosphorsiiure des Muskels auBer den Phos- 
phatiden nur so geringe Mengen anderer unléslicher Phosphor- 
siureverbindungen angehéren, daB die Phosphatidbestimmung 
wenigstens im Herzmuskel ohne wesentlichen Fehler durch die 
Bestimmung des siureunléslichen Anteils der Restphosphor- 
siure ersetzt werden kann. 


Methodisches. 


Wie sich aus zahlreichen ilteren und neueren Untersuchungen er- 
gibt, bietet die quantitative Bestimmung der Phosphatide mancherlei 
Schwierigkeiten. Da zerkleinerte und getrocknete Organe ihren Fett- 
und Phosphatidgehalt nur sehr langsam abgeben, versuchte ich dureh 
Aufschwemmung des frischen Organbreis in einem Extraktionsmittel, 
das einerseits Fette und Lipoide zu lésen vermag, aber andererseits 
mit Wasser mischbar ist, zum Ziele zu kommen, um dadurch eine gleich- 
miBige Verteilung der Phosphatide zwischen Organbrei und Lésungs- 
mittel zu erreichen, so daB die Phosphatidbestimmung einfach an einem 
aliquoten Filtratanteil vorgenommen werden kann. 

DaB durch Behandlung mit heiBem Athylalkohol allein eine quan- 
titative Fettextraktion wenigstens am Blute mdglich ist, wurde zuerst 
von Shimidzu}!) gezeigt. 

Bloor?) bestimmte die Phosphatide des Blutes in einem aliquoten 
Anteil des Extraktionsmittels, als welches er ein Alkohol-Athergemisch 
anwandte. Diese Methode, die sich fiir die Phosphatidbestimmung am 
Blute bewihrt, versagt aber nach meiner Feststellung an der Muskulatur, 
ren Phosphatidgehalt auf diese Weise nicht voll erfaBt werden kann. 

DaB mittels der von mir angewandten Methodik der Phosphatid- 
zehalt der Muskulatur quantitativ bestimmt wird, geht schon aus der 
ven erwiihnten Identitiéit der fiir die Phosphatide und fiir die unldsliche 
Restphosphorsiure am Herzen erhaltenen Werte hervor; denn bei der 





ich nahm Bloor [Jl. of Biol. Chem. Bd. 72, 8. 327 (1927)) vergleichende 
Phosphatidbestimmungen an verschiedenen Muskelarten vor. 

) Y. Shimidzu, Biochem. Zs. Bd. 28, 8. 237 (1910). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd, 24, S. 447 (1916). 
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Siiureunléslichkeit der Phosphatide kann deren Menge unmédglich dic. 
jenige der unldslichen Phosphorsiure iiberschreiten. Als weiterer Be- 
weis fiir die Brauchbarkeit meiner Methodik seien in untenstehender 
Tabelle noch einige Analysenergebnisse zusammengestellt, aus denen 
hervorgeht, daB bei alleiniger Extraktion mit Methylalkohol die Kon. 
zentration der Phosphatidphosphorsiure im Extraktionsmittel die gleiche 
ist, wie in den extrahierten Organriickstinden. 


Tabelle 1. 


Herzmuskulatur vom Rind. 











7.3.3 2 | a 

Phosphatid- Phosphatid- | Aus 2 berech- 

Verwendete |Phosphorsiiure-| phosphorsiure-| neter Phos. 

Muskel- gehalt gehalt der phatidphos- 

mee des ersten extrahierten phorsiure- 

menge —|Methylalkohol-| | Muskel- gehalt der 

extraktes riickstiinde Muskulatur 

Versuch I 2,023 g 0,0074 °/, 0,0075 °/, 0,365 °/, 

, 2 1,872 0,0071 0,0073 0,378 














Die von mir angewandte Methodik ist im einzelnen folgende: 

In MeB8kélbchen von 100 ccm mit weitem Halse, die mit Scblit- 
stépsel verschlossen und mit 20 cem Methylalkohol analytisch gewogen 
sind, werden 2—3 g fein zerkleinerte Skelettmuskulatur oder etwa 0,5¢ 
Herzmuskel eingefillt. Das genaue Gewicht der verwandten Muskel- 
menge ermittelt man dann durch eine zweite analytische Wigung. Nach 
Zugabe von weiteren 50 cem Methylalkohol werden die MeBkélbchen 
auf dem Wasserbade einige Minuten lang erhitzt, wobei man den 
Methylalkohol mehrmals aufwallen li8t und die Muskulatur mittels eines 
unten pistillartig verbreiterten Glasstabes zerquetscht. Sobald Abkiihlung 
eingetreten ist, wird mit Methylalkohol bis zur Marke aufgefiillt un‘ 
griindlich durchgeschiittelt. Die Flissigkeit bleibt tiber Nacht im Eis: 
schrank stehen, nachdem man die durch die Abkihlung eingetretene 
Volumkonzentration durch weitere Zugabe von Methylalkohol aus: 
geglichen hat. 

Am anderen Tage wird in gut bedeckten GefiBen unter Ver 
wendung kleiner Faltenfilter bei Eisschranktemperatur filtriert und von 
dem gewonnenen methylalkoholischen Filtrat gemessene aliquote An: 
teile — in der Regel 75 cem — in Abdampfschalen pipettiert. Nach 
Zugabe einer geringen Menge Calciumearbonats erfolgt die Eintrocknung 
des Methylalkoholextraktes im Faustschen Verdunstkasten bei einer 35 
nicht iibersteigenden Temperatur. Der trockene Riickstand wird dann 
mit einer kleinen Menge gegliihten Natriumsulfats versetzt, mit trockenem 
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Ather verrieben und unter Nachspiilen mit Ather quantitativ in ein 
Zentrifugenglas von 50 cem iibergefiihrt. Nach Zentrifugieren wird der 
Atherauszug in einen Jenenser Veraschungskolben von 100 cem iiber- 
cespilt, wobei man den festen Riickstand noch 4mal mit kleinen 
\Mengen trockenen Athers griindlich durchriihrt und wieder abzentri- 
fugiert. 

Die im Veraschungskolben vereinigten Atherextrakte befreit man 
dann auf dem Wasserbade vorsichtig véllig vom Ather und verascht 
mit 2 cem konzentrierter Schwefelsiiure unter Zugabe von Perhydrol in 
der schon friither geschilderten Weise.’) In der mit Wasser auf- 
genommenen, mit Ammoniak neutralisierten Veraschungsfliissigkeit wird 
dann die anorganische Phosphorsiure als Strychninphosphomolybdat 
cravimetrisch bestimmt. 

Die siéureunlésliche Restphosphorsiure wird als Differenz der 
Gesamtphosphorséure des Muskels und der gesamten siureléslichen 
Phosphorsaure ermittelt. Die letztere Bestimmung wird ganz in der 
friher beschriebenen Weise vorgenommen, wobei die Enteiwei8ung 
mittels der Schenckschen Methode und die Veraschung mit konzen- 
trierter Schwefelsiure und Perhydrol geschieht. 

Zur Ermittlung der Gesamtphosphorsiure erwies es sich als zweck- 
miibig, den Muskelbrei nicht direkt zu veraschen, sondern ihn zunichst 
einer 2 stiindigen Hydrolyse mit Schwefelsiure von 25 °/, im Dampfbad 
zu unterwerfen, da es sonst leicht zu kleinen Phosphorsiureverlusten 
kommen kann. Die Hydrolyse erfolgt in etwa 12 cm langen, zylindrischen 
Wiigeglischen, die mit 8 ccm 25°/,iger Schwefelsiure beschickt sind 
und vor und nach Zugabe von 0,4—0,5 g Muskelbrei analytisch ge- 
wogen werden. Die Hydrolysenfliissigkeit iiberfiihrt man dann quan- 
titativ in einen Kjeldahlkolben von 100 cem und verascht wie oben 
unter Perhydrolzugabe, aber ohne weiteren Zusatz von Schwefelsiure. 

Bei dieser Art des Vorgehens weichen Mehrfachbestimmungen um 
héchstens 1°/, voneinander ab, wihrend die Bestimmungsfehler ohne 
vorausgehende Hydrolyse erheblich gréBer sein kénnen. In fiinf ver- 
schiedenen Bestimmungen an verschiedenen Anteilen der gut durch- 
mischten Muskulatur vom linken Ventrikel eines Rindes wurden folgende 
Werte fiir die Gesamtphosphorsiure gefunden: 0,737 °/,, 0,736°/,, 0,739°),, 
0.739°/,, 0,738 °/,. Die gréBte hierbei beobachtete Abweichung liegt also 
weit unterhalb 1 °/. 


Versuchsergebnisse. 


Die am Kaninchen erhaltenen Resultate sind in Tab. 2 
nledergelegt, die an verschiedenen Muskeln des gleichen 





1) H. Jost, Diese Zs. Bd. 165, S. 177 (1927). 





























HPSSSBSSSECCES AEN SESBA SE SPUR ZG HER ASB BFP SCRE 
Tabelle 2. 
PO,H, in mg pro 100 g frischer Muskulatur. 
Nr. der Versuche 1 2 Si4i 53617783594 107 11 1 12 
I | Gesamtphosphorsiure. . . . . . {| 7837) 819 | — | — | 816] 824] 832} 799] 815] 802 | 830 | 806 
II } Siiurelésliche Phosphorsiiure . . . | 677] 704 | — | — | 678] 709] 711 | 674] 689] 683 | 718 | 677 oe 
III | Unldsliche Restphosphorsiiure (I-III) | 111] 115 | — | — | 138] 115] 121] 125]126] 119 | 112 | 129 biceps 
IV | Phosphatidphosphorsiiure . . . . 1104] 120 | — | — |128]103] 1111109] 120] 115 | 096 | 103 fermoris 
V | Mebrgehalt an unlésl. Restphosphor- 
. siiure in °/, des Phosphatidgehaltes | 6,7|—4,2] — | — | 7,8]11,6] 9,0]14,7] 5,0] 3,5 | 16,7] 25,2] 
a0 
es 
an I | Gesamtphosphorsiiure. . . . . «| — | — | 726] — | 764] 726] 768] 708] 775] 669 | 736 | 768 
» II | Siurelésliche Phosphorsiiure . . .}| — | — [589] — | 615] 589] 591 | 558] 605] 537 | 576 | 558 ae ae 
Muse 
v7 [11 | Unlésliche Restphosphorsiure (I-III) | — | — [137] — |149]137]177] 150) 169] 152 | 160) 150) (0 oi 
IV | Phosphatidphosphorsiiure . . . .| —}] — [128] — | 149] 128] 173] 149/168] 135 | 161 | 149 tendinosus 
V | Mehrgehalt an unldésl. Restphosphor- 
siiure in °/, des Phosphatidgehaltes | — | — | 7,0] — | 0,0] 7,0] 2,3] 0,7] 0,6]—2,2]/—0,6] 0,7 
I | Gesamtphosphorsiure. . . . 2. .f —| — | — |] 735} —|—]—|]—]—] — | 737 | 833 
II | Saurelésliche Phosphorsiiure . . .]| — | — | — [410] —}|] —]—]—|—J| — | 482 | 407 
IIT | Unlésliche Restphosphorsiure (I-III) |} — | — | — |825] —|] —] —|—] —]| — | 305 | 426) 1 po uskel 
1V | Phosphatidphosphorsiiure . . . .{ —]| — | — [3820] —]|] —]|—]—[—] — | 291 | 45 
si V | Mehrgehalt an unlésl. Restphosphor- 
—) 


siiure in °/, des Phosphatidgehaltes |] — | — | — | 007 —| —| —]—]|- — | 4,8 |-0,9 
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Tieres gewonnenen jeweils in ein und derselben Liingsreihe 
vereinigt. In den einzelnen Versuchen sind jedesmal — fiir 
die verschiedenen Muskelarten untereinander — die Ergebnisse 
der Bestimmungen der Gesamtphosphorsiiure und der siiure- 
léslichen Phosphorsiure angegeben. In einer dritten Querreihe 
ist die siureunldsliche Restphosphorsiure als Differenz dieser 
beiden Bestimmungen errechnet und unmittelbar darunter der 
direkt ermittelte Gehalt an Phosphatidphosphorsiiure in der 
vierten Querreihe vermerkt. SchlieBlich ist in der fiinften 
Querreihe ermittelt, um wieviel Prozent die Phosphatidphos- 
phorsiure die unlésliche Restphosphorsiure iiberschreitet. Die 
Werte fiir die unlésliche Restphosphorsiiure und die Phosphatid- 
phosphorsiture sind durch Fettdruck hervorgehoben. Alle 
Zahlen sind als H,PO, berechnet. Fast alle in den Tabellen 
niedergelegten Ergebnisse sind Durchschnittswerte von gut 
miteinander iibereinstimmenden Doppelbestimmungen, die nur 
dann nicht zu Ende gefiihrt wurden, wenn eine grobe Stérung 
bei der Aufarbeitung — z. B. durch Verspritzen — eintrat. 
Nur bei den Analysen am Kaninchenherzen wichen die KEr- 
cebnisse der Kinzelbestimmungen in den drei verdéffentlichten 
Versuchen bis zu 5°/, voneinander ab, was zum Teil durch 
die Schwierigkeit bedingt sein diirfte, den Herzmuskel von den 
den relativ groBen Oberflichen anhaftenden Blutresten voll- 
kommen zu befreien, zum Teil auch dadurch hervorgerufen 
sein kénnte, daB, wie aus einer nachfolgenden Arbeit hervor- 
geht, die verschiedenen Teile des Herzens sich in ihrem Phos- 
phatidgehalt stark voneinander unterscheiden. Demgegeniiber 
lieferten die Bestimmungen am Rinderherzen, fiir die nur die 
Muskulatur des linken Ventrikels verwendet wurde, ausgezeichnet 
iibereinstimmende Ergebnisse. 

Im obersten Teil der Tab.2 sind die Ergebnisse von 
10 Versuchen am hellen Musculus biceps femoris wiedergegeben. 
Wie man sieht, sind bei dieser Muskelart fast iiberall die 
Werte fiir die siureunlésliche Phosphorsiure etwas héher als 
die fiir die Phosphatidphosphorsaiure, doch ist die Differenz 
zum Teil nur geringfiigig, einmal erreicht sie allerdings 25 °/,. 
Von 9 Versuchen am roten Musculus semitendinosus zeigen 7 
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vollige Ubereinstimmung der nach beiden Methoden gefundenen 
Werte; nur in den Versuchen 3 und 6 findet sich auch hier 
ein Uberwiegen der sdureunldslichen Restphosphorsiure. Ahn. 
lich liegen die Verhiltnisse beim Herzen. In 2 von 8 an 
Kaninchenherzen vorgenommenen Versuchen kommt die Phos. 
phatidphosphorséure der unléslichen Restphosphorsaure gleich, 
in einem dritten (Versuch 11) findet sich auch hier eine etwas 
groBere Menge siureunlislicher Restphosphorsaure. 

Ubereinstimmend geht aus siimtlichen Versuchen, in denen 
beim gleichen Tier Bestimmungen an der hellen und an der 
roten Muskulatur vorgenommen wurden, hervor, daB der Phos. 
phatidgehalt und damit auch die unlésliche Restphosphorsiiure 
im roten Musculus semitendinosus erheblich hoéher ist, als im 
hellen Musculus biceps femoris. Noch gréBer ist der Unter. 
schied zwischen Herzmuskulatur und den Skelettmuskeln. Im 
Versuch 12 enthailt das Herz weit mehr als das Doppelte an 
Phosphatidphosphorsiure, wie die rote Muskulatur, und der 
Unterschied gegeniiber dem hellen Musculus biceps femoris 
ist natiirlich noch viel gréBer. 

Man sieht also, daB in Ubereinstimmung mit der friiher 
von Kmbden und Lawaczeck geiuBerten Anschauung ver- 
schiedene Muskelarten ein und desselben Tieres einen ilirer 
Dauerleistungsfihigkeit parallel gehenden Phosphatidgehalt be- 
sitzen. Weitaus die Hauptmenge der unléslichen Rest- 
phosphorsaure, ja bei der roten Muskulatur und beim 
Herzen geradezu die Gesamtmenge, gehort der Phos- 
phatidfraktion zu. Die Verhiltnisse liegen also ganz iibn- 
lich, wie sie Bloor fiir das Blut gefunden hat. 

Die nicht itherléslichen Bestandteile der Fraktion der 
unléslichen Restphosphorsiure kommen ihrer Menge nach 
gegeniiber den Phosphatiden iiberhaupt kaum in Betracht. 
Dabei ist besonders auffillig, dab das Herz, trotzdem es die 
kernreichste Muskelsubstanz darstellt, einen so geringen, in 
meinen Versuchen iiberhaupt nicht hervortretenden Gehalt au 
Nucleoproteiden aufweist. 

Kine vollkommene Identitit der Phosphatidfraktion mit 
derjenigen der unléslichen Restphosphorsiure zeigte sich auch 
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bei Untersuchungen an verschiedenen Rinderherzen, deren Er- 
vsebnisse — in mg pro 100g Herzmuskulatur — in Tab. 3 
zusammengestellt sind. 


Tabelle 3. 








I | Gesamtphosphorsiiure. . . . . .{| 758 | 710 | 726] 750 e 

II | Siurelésliche Phosphorsiiure . . . | 466 | 438 |448] 475 || 3 
[11 | Unldsliche Restphosphorsiiure (I-III) | 292 | 272 | 278] 275 5 
[V | Phosphatidphosphorsiure . . . . | 294 | 276 | 274] 281 : 
V | Mehrgehalt an unlésl. Restphosphor- - 
siiure in °/, des Phosphatidgehaltes |—0,7|—1,4] 1,4]/-—2,1]/7 & 




















Wie aus den hier gegebenen Zahlen hervorgeht, sind diese 
Ergebnisse noch einheitlicher als die am Kaninchenherzen 
gewonnenen, Die Phosphatidphosphorsiure ist in allen Unter- 
suchungen mit der unldslichen Restphosphorsiure praktisch 
identisch. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine Methode beschrieben, die es gestattet, 
den Phosphatidgehalt von kleinen Organmengen (0,5—2 g) mit 
einer Genauigkeit von +1°/, zu bestimmen. 

Diese Methode wird auf verschiedene Muskelarten an- 
cewandt. 

2. Der Phosphatidgehalt der verschiedenen Muskelarten 
geht hiernach ihrer Dauerleistungsfahigkeit parallel. Am 
Kaninchen weist der Herzmuskel den héchsten Gehalt an 
Phosphatidphosphorsaure auf, und zwar bis zu 0,430°/,. Wesent- 
lich geringer ist der Phosphatidgehalt der quergestreiften 
Muskulatur, und zwar betrigt die Phosphatidphosphorsiure 
bei der zu Dauerleistungen mehr befahigten roten Muskulatur 
bis zu 0,173 °/,, wihrend bei der leicht ermiidbaren, aber zu 
schnelleren Kontraktionen befihigten hellen Muskulatur Werte 
bis zu 0,128°/, gefunden wurden. 

3, Nach meinen Untersuchungen findet sich die gesamte 
siureunlisliche Phosphorsiure des Herzens in den Phospha- 
tiden. Wahrend anscheinend in der roten, mehr noch in 
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der weiSen Muskulatur ein freilich meist nur geringfiigiger 
Betrag an anderen siureunléslichen Phosphorsaiureverbindungen, 
zum Teil wohl an Nucleoproteiden, vorhanden zu sein scheint. 
Demnach kann der Phosphatidgehalt des Herzens und bis zu 
einem fiir viele Zwecke wohl ausreichenden Genauigkeitsgrad 
auch derjenige der quergestreiften Muskulatur einfach als 
Differenz der Gesamtphosphorsiure und der siureldslichen 
Phosphorsiure ermittelt werden. 


Herrn Privatdozenten Dr. Jost danke ich herzlich fir 
die mir bei der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit vielfach 
gewahrte Unterstiitzung. 











Uber das physikalisch-chemische Verhalten des Magnesiums 
im Serum. 
Von 
Z. Stary und R. Winternitz. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28, Februar 1929.) 


Trotz der zahlreichen Untersuchungen, die sich nament- 
lich in den letzten Jahren mit der Biochemie des Magnesiums 
beschaftigt haben, sind wir iiber das kolloidchemische Ver- 
halten dieses besonders fiir die Physiologie des Knochen- und 
Muskelsystems wichtigen Elements im Blute noch sehr un- 
zureichend unterrichtet. Das ist um so auffilliger, als sich 
mit dem Verhalten der anderen wichtigen Metallionen des 
Serums bereits zahlreiche Untersucher befaBt haben. So ist 
durch die Untersuchungen von Rona, Neuhausen und 
Pincus u. a. namentlich durch die Arbeit von Rona, Hauro- 
witz und Petow!) festgestellt worden, daB das Calcium zu 
etwa 40°/, in adialysabler Form im Serum vorhanden ist, 
Natrium, Kalium und Chlor hingegen zu anniihernd 100 °/, 
die Dialysemembran passieren. 

Im Gegensatz zu den verhiltnismaBig leicht und schon 
in kleinen Mengen bestimmbaren Metallen war das Magnesium 
vor Ausarbeitung einfacher und dabei ausreichend genauer 
Mikromethoden derartigen Reihenversuchen fast vollkommen 
entriickt. Unseres Wissens haben sich bisher nur wenige 
Autoren mit dieser Frage beschiftigt. Von Cushny?) sind 
Untersuchungen des Ultrafiltrates von Ochsenserum durch- 
gefiihrt worden, bei denen er in 2 Versuchen einmal 47 °/, 





') Rona, Haurowitz u. Petow, Biochem. Zs. Bd. 149, 8.393 (1924). 
*) Cushny, Jl. of Physiol. Bd. 53, S. 391 (1919—20). 
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und einmal 54°/, des gesamten Magnesiums nicht mehr im 
Ultrafiltrat wiederfand. In der Mitteilung von Blum?) fehlen 
Zahlenangaben iiberhaupt und es wird nur bemerkt, daB die 
Menge des ultrafiltrierbaren Magnesiums schwankt. Ferner 
haben Hirth und Tschimber’) im Plasma 70°/, dialysables 
Magnesium durch Ultrafiltration im Giemsaapparat erhalten. 
Mit den auf Membranwasser und Membranadsorption zuriick- 
gehenden Fehlern, die letzterer Arbeit anhaften, hat sich be- 
reits Augsberger’) auseinandergesetzt, auf dessen Arbeit hier 
verwiesen sel. Im Gegensatz zu oben genannten Befunden, 
welche trotz ihren erheblichen Differenzen das Magnesium in 





Tabelle I. 
Magne- Das Serum 
Untersuchte -,. {des gleichen 
. ics rege Individuums Untersucher 
Hihesignett gehalt enthiilt: 
mg-°/o mg-°/, 





Glaskoérper 


ee 0,96 1,5 Tron *) 
Kammerwasser 
(img) . 2 + 1,05 1,5 Tron‘) 
Kammerwasser 
(Pierd) . . «+ » 2,6 2,8 Duke-Elder°) 


Liquor cerebro- | 
spinalis(Mensch)] 2,2—4,0 1,8—2,8 Stary, Kral u. Winternitz’) 


Ascites (Mensch) | 1,4—2,6 2,5—2,8 Magnus-Levy ’) 
desgl. 1,3 1,7 Salvesen u. Linder ®) 














1!) Blum, C. R. Bd. 180, S. 765 (1925). 

2) Hirth u. Tschimber, C. R. soe. biol. Bd. 91, S. 592 (1924): 
zitiert nach Ber. ges. Physiol. Bd. 29, S. 101 (1925). 

’) Augsberger, Erg. d. Physiol. Bd. 24, 8. 618 (1925). 

4) Tron, Griafes Arch. f. Ophth. Bd. 118, S. 713 (1927); zitiert nach 
Ber. ges. Physiol. Bd. 43, S. 457 (1928). 

’) Duke-Elder, Biochem, Jl. Bd. 21, 8. 66 (1927). 

°) Stary, Kral u. Winternitz, im Druck. 

7) Magnus-Levy, Zs. f. klin. Med. Bd. 88, S. 1 (1919). 

8) Salvesen u. Linder, Jl. of Biol. Chem. Bd. 58, S. 617 
(1923/24). 
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eine gewisse Analogie zum Calcium setzen, steht die Beob- 
achtung, da diejenigen Korperfliissigkeiten, die man gemeinhin 
als Ultrafiltrate (Dialysate) des Blutplasmas anzusprechen ge- 
neigt ist, in ihrem Magnesiumgehalt auBerordentlich differieren. 
In Tab. I finden sich einige Zahlen iiber den Magnesiumgehalt 
verschiedener Ko6rperfliissigkeiten. 

Im Liquor cerebrospinalis zeigt sich somit die auffallige 
Erscheinung, daB das Magnesium dem Serum gegeniiber regel- 
miBig erhdht ist. Nur wenn der Liquor (bei Meningitis) durch 
starken EiweiBgehalt und herabgesetzten Chlorgehalt die- 
jenigen Kigenschaften verloren hat, um derentwillen man ge- 
wohnt ist, ihn als ein Ultrafiltrat des Serums zu bezeichnen, 
fanden wir dieses Verhalten nicht mehr.') 

Diese auffallige Divergenz physikalisch-chemischer und 
hiologischer Befunde hat den AnstoB zu den folgenden Unter- 
suchungen gegeben, deren erste Aufgabe es war, durch ver- 
gleichende Verwendung verschiedener Methoden festzustellen, 
ob und zu welchem Anteil das Magnesium im Serum in adia- 
lysabler Form vorliegt. Mit Riicksicht auf das oben erwihnte 
auffallige Verhalten des Magnesiums im Liquor cerebrospinalis, 
welches an das im Donnanschen Gesetz begriindete Ver- 
halten des Chlorions erinnert, schien es ferner notwendig fest- 
zustellen, ob das Magnesium in jenen Verbindungen, in welchen 
es biologisch vorliegt, dem Donnanschen Gesetz so folgt, wie 
es theoretisch von einem Kation zu erwarten ist. 

DaB in dieser Hinsicht nicht von vornherein ein be- 
stimmtes Resultat abzusehen war, lehren die Erfahrungen, 
welche beim Kalium gewonnen wurden. Wéahrend wir bei der 
Elektrolyse von Menschenserum im Coehnschen U-Rohr das 
Kalium ausschieBlich an der Kathode erhielten und es daher 
im Serum zweifellos elektropositiv geladen ist, tritt das Kalium 
nach den Versuchen von Rona und Petow?) aus dem an- 
gesiuerten Serum nur zum Teil in das Dialysat iiber. Nach 
der Dialyse von alkalisch gemachtem Serum findet sich da- 
gegen im Dialysat mehr Kalium, als im Dialyseriickstand des 


1) A. a. O. 
?) Rona u. Petow, Biochem, Zs. Bd. 137, S. 356 (1928). 
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Serums. Kalium zeigt also in dieser Hinsicht ein Verhalten, [x 
das durchaus entgegengesetzt dem ist, welches von einem Kation | od 
nach dem Donnanschen Gesetz erwartet werden mubte und — © 
entgegengesetzt dem Verhalten, welches bei den anderen hier- ; 
auf untersuchten Kationen (Cat* und Nat) dann auch tat- | 
sichlich festgestellt wurde. L 
Das Magnesium betreffend haben Bernhard und Beawer’) ? 
durch Elektrodialyse des Serums gefunden, daB das Magnesium ‘ 
im elektrischen Strom fast in gleicher Weise zur Anode wie 8 
zur Kathode wandert. Durch die Bindung an ein diffasibles a 
komplexes Anion wire das eigentiimliche Verhalten des Magne. § —- 
siums im Liquor cerebrospinalis nach dem Donnanschen 
Gesetz erklirbar gewesen. 
Unsere Versuche sollen also dariiber Aufklirung bringen, 
zu welchem Anteil das Magnesium des Serums die Dialyse- 
membran passiert und ob es dem Donnanschen Gesetz als C: 
Kation folgt oder nicht. M 
Bestimmungsmethoden. : 
Bei der Magnesiumbestimmung erfolgte die Fillung des Magne- p 


sium—Ammoniumphosphates nach Kramer und Tisdall?), die Colori- 
metrierung des darin enthaltenen Phosphates nach der Briggsschen 
Modifikation der Methode von Bell-Doisy.*) Die zu Kontrollzwecken di 


gleichzeitig durehgefiihrten Calciumbestimmungen wurden nach der de 

Methode von Kramer und Tisdall’) vorgenommen, die Bestimmung 

des Kaliums nach den gleichen Autoren’), Chlor nach van Slyke‘) ss 

und Phosphorsiiure nach Bell-Doisy und Briggs.’) F 
I. Ultrafiltration, 

Die Ultrafiltration wurde in der Anordnung nach Zsigmondy 
vorgenommen, mit eingesetzten Ultrafiltern aus Schleicher und Schiill- 7 
filtrierpapier, getriinkt mit 10°/,iger Eisessig—Kollodiumlésung (nach 
Bechhold) in diinner Schicht. Zur Vermeidung des durch die Adsorp- A 
tion an die Membran und durch den Wassergehalt der Membran ent- 
stehenden Fehlers wurden 2 mal 5—10 ccm Serum ultrafiltriert und ver- Si 


') Bernhard u. Beawer, Jl. of Biol. Chem. Bd. 69, S. 113 (1926). 
*) Kramer u. Tisdall, Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, S. 339 (1921); 
Bd. 47, S. 477 (1921). 
’) Briggs, Jl. of Biol. Chem. Bd. 53, S. 13 (1922). 
*) vy. Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 58, 8. 523 (1923—24). 
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worfen. Erst durch auf diese Weise vorbereitete Membranen wurden 
dann die fiir die Analysen benétigten Mengen Ultrafiltrat gewonnen. 
Ultrafiltriert wurde stets im kalten Raum (etwa 0°). Als Material fiir 
diese Serie dienten verschiedene Pferdesera. 

In der folgenden ‘Tab. II ist der Gehalt von Serum und 
Ultrafiltrat an Calcium, Magnesium, Kalium, Chlor und an- 
organischem Phosphor in Milligrammprozent aus 3 Versuchen 
zusammengestellt. g bezeichnet den ins Ultrafiltrat iiber- 
gegangenen Anteil, ausgedriickt in Prozenten der Anfangs- 
konzentration. 





Tabelle Il. 


I Iil II] 





Serum | Ultra- | 0) Serum Ultra- 4, Serum Ultra- i 
A filtrat B filtrat, "° C filtrat, | 


mg-%/, mg-%/,_‘ 


Ca} 11,1 | 69 | 621] 11,8 | 79 | 6,0) — | — | — 


| 


Mg | 1,97) 1,64 93,2] 240) 1,97, 82,0] 2,02 | 1,62 80,0 
K | 17,3 | 191  110,5 | 21,1 | 22,5 | 107,0 | 
Cl | 368,0 423,0 wets | om | _ 
p 242° 245 1010] 31 | 29 | 936] — 


mg-°/, mg-*,, ‘%) |mg-%/, mg-/, ‘7 




















| 
| 
| 


Bei den auf diese Weise erhaltenen Werten fiir den 
dialysablen Anteil der Kationen ist noch eine Korrektur fir 
den nicht lésenden Raum, den Polanyi’) mit 12°/, des Serum- 
volumens bestimmt hat, anzubringen. Dies kann nach der 
Formel von Augsberger?) erfolgen: 

100 — » 
x=100-—¢9 ae 

(x = adialysabler Anteil des untersuchten Kations, g = der 
ius Ultrafiltrat iibergegangene Anteil, beide in Prozenten der 
Ausgangskonzentration. » = der nicht lésende Raum = 12 °/,). 

Hierbei ergibt sich fiir den adialysablen Anteil des Magne- 
siums, Calciums und Kaliums: 


beim 1. Versuch: fiir Magnesium ... . . 26,8°/, 
” Calcium . . ’ . . . 4D ° 0 
ee ee 


) Polanyi, Biochem. Zs. Bd. 104, S. 250 (1920). 
7A. a O 
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beim 2. Versuch: fiir Magnesium . .. . . 27,8°%, 
- Seem tll el tl IY, 
Se ee ee, 


beim 8. Versuch: 29,7 °/, 
Im Mittel also fiir Magnesium 28,1 °/,, fir Galen 43°/,, Wih- 
rend das Kalium vollig oder fast vollig in dialysabler Form vorliest. 


fiir Magnesium 


Il. Kompensationsdialysen. 

Im Gegensatz zu unserem Wert fiir den adialysablen 
Anteil des Magnesiums im Serum hat Cushny, wie bereits 
gesagt’), fiir das adialysable Magnesium 47—54 °/, (nicht um- 
gerechnet) des Gesamtmagnesiums gefunden. Mit Riicksicht auf 
die groBe Differenz im Vergleich zu unseren Werten haben wir 
uns den Kinwand gemacht, ob die bei der hier verwendeten 
Methode der Ultrafiltration notwendige Druckdifferenz von etwa 
1 Atmosphire, deren Wirkung auf anorganische Eiweifsalze 
von Burian?) bereits diskutiert wurde, nicht die Abspaltung 
adialysablen Magnesiums von kolloiden Komplexen bewirken 
kénnte. Wir haben daher die durch Ultrafiltration erhaltenen 
Resultate durch eine Serie von Kompensationsdialysen kon- 
trolliert, wobei es uns in erster Linie darauf ankam, die obere 


Grenze fiir den adialysablen Anteil festzustellen. 

Verwendet wurden Extraktionshiilsen von Schleicher & Schiill, 
getriinkt mit 10°/,iger Eisessig-Kollodiumlésung, verschlossen durch 
Pfropfen mit eingesetztem Steigrohr. Als Innenfliissigkeit diente Pferde- 
bzw. Menschenserum, als Aufenfliissigkeit physiologische Kochsalzlésung 
mit steigenden Zusitzen von Magnesiumchlorid. 

In den Tabb. III und IV ist aus zwei gréBeren Versuchs- 


reihen je ein Versuchspaar wiedergegeben. 
Tabelle III. 

















. AuBen- : Innenflissigkeit 
Versuch | fliissigkeit | __________°---_____|  Differenz "fo 
Nr. vord. Dial.| vor d. Dial. nach d. Dial. (¢) 
| mg-°/, mg-*/o -— lo | ms "fo 7 
1 1,25 1,80 151. — 0.29 < 30,6 
2 1,60 1,80 | 1,92 +0,12 >11,1 
Material: Pferdeserum. 
) A. a. O. 


®) Burian, Pfliigers Arch. Bd. 136, S. 741 (1910). 





Das 
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Tabelle IV. 





— 


. AuBen- Innenflissigkeit 0 
Versuch | fliissigkeit me Differenz lo 
Nr. vor d. Dial.| vor d. Dial. | nach d. Dial. (9) 
mg-"/o ; mg-°/ mg-°/, mg-°/5 
4 1,12 1,86 1,66 —0,20 < 39,8] 
2 1,22 1,86 1,85 — 0,01 < 34,4 
2 1,52 1,86 2,18 +0,27 > 18,3 














Material: Menschenserum. 


Aus den beiden aus jeder Versuchsreihe hier angefiihrten 
Versuchen ergibt sich also, daB — nicht umgerechnet — der 
adialysable Anteil des Magnesiums beim Pferdeserum 30,6 °/, 
und beim Menschenserum 34,4 °/, nicht iibersteigt, ein Resultat, 
das sich mit unseren bei der Ultrafiltration erhaltenen Werten 
gut in Kinklang bringen liBt. 


Ill. Kompensationsdialysen bei p,- Variation. 

Die wichtige Angabe von Rona und Petow!'), daB das 
Kalium in scheinbar paradoxer Weise (im Gegensatz zum 
Donnanschen Gesetz) sich gerade bei saurer Reaktion als 
nur zum Teil dialysabel erweist, lieB es notwendig erscheinen, 


Tabelle V. 














AuBenfliissigkeit nach d. Dial. | Innenfliissigkeit nach d. Dial. 
ber Gehalt an Gehalt an 
_ Menge © > Meng ? 
Nr. a Mg I menge Ca Mg I 
eem mg-°/, ecm | mg-°/5 
} 
! 27 «1,6 = «1,76 ~Ssi«80 |: 20St—« ssi: 
2 22 2,0 1,82 1,16 18 62 | 2,92 1,98 
3 25 2.4 1,86 1,20 18 5,7 289 | 1,82 
4 27 B88 ~ | 20 17 5.2 i 1,72 
5 21 3,0 2,22 | 1,44 18 58 | 2,78 | 1,54 
6 25 5,1 2,85 2,16 24 5,5 | 2,86 | 2,19 
i 21 | 4,2 2,27 | 1,41 19 4,4 2,55 | 1,47 
8 12 4,7 | 239 | 1,60 19 4,5 1,98 | 1,56 
9 2 | 4s 2.68 1,49 20 «4.5 1.88 | 1,44 
') A. a. O. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXII. 
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Tabelle VI. 
Verteilung des 
Versuch Rinderserum " ‘ 
Nr. +4 of, Pu Ca Mg P 
0/ 0; 0 
/0 /o 
1 2 n-NaOH 10,02 25,8 59,5 39,1 
2 1,5 n-NaOH 9,14 32.2 62,3 58,8 
3 1,0 n-NaOH 8,80 42.1 64,3 66,2 
4 0,5 n-NaOH 7,03 61,4 — 89,0) 
5 0,25 n-HCl 6,93 56,7 81,5 93,7 
6 0,5 n-HCl 6,60 92,8 82,0 98,7 
7 1,0 n-HCI 5,90 95,4 89,0 97,0 
8 1,5 n-HCl 4,85 104,4 120,0 103,0 
9 2,0 n-HC] 4,07 106,7 | 142,5 103,0 
% 
; 150 
> 
\ 
2s 
= — hs _— ied io 
; ‘ 
~s\. 

\ a, lie b 75 

hhh: VSO 

x - 2S 

, ~ oy — 
t 9 0 Py 


Der dialysable Anteil des Serummagnesiums und des Serumcalcium 
Wasserstoffionenkonzentration (—-—- 


nachzupriifen, ob das Donnansche Gesetz fiir das Magnesium 


gilt oder nicht. 

Zu diesem Zwecke wurden je 25 cem Pferdeserum mit je 1 ccm 
NaOH bzw. HCl von wechselnder Konzentration versetzt und hieraui 
in Dialysierhiilsen — auch diese Hiilsen waren mit 10°/,iger Eisessiz 
Kollodiumlisung getrankt — gegen physiologische Kochsalzlésung, die 
































Magnesium, 








s als Funktion der 
Calcium). 














Das physikalisch-chemische Verhalten des Magnesiums im Serum. 115 


pei allen Versuchen mit der gleichen Menge Magnesiumchlorid versetzt 
war, dialysiert. Die Messung der py erfolgte potentiometrisch mittels 
Chinhydronelektrode. 

Die Resultate der durchgefiihrten Bestimmungen sind in 
Tab. V zusammengestellt. In Tab. VI ist in Kolonne 3 die p,, 
der Innenfliissigkeit, in Kolonne 4, 5 und 6 die Verteilung der 
einzelnen untersuchten Stoffe auf Innen- und AuBenfliissigkeit 
angegeben. 

Die p,,-Messung erfolgte nach Beendigung des Versuches 
im Inneren der Dialysierhiilse. Mit ,,Verteilung“ bezeichnen 
wir das prozentuelle Verhiltnis des Gehaltes der AuBenfliissig- 
keit zum Gehalt der Innenfliissigkeit an Calcium bzw. an 
Magnesium und anorganischem Phosphor. Ks sei hier bemerkt, 
daB mit Riicksicht auf die beschriebene Zusammensetzung der 
AuBenfliissigkeit die Dialyse natiirlich nur in bezug auf das 
Magnesium eine Kompensationsdialyse war. 

In der Figur auf. 114 ist die Verteilung des Magnesiums und des 
Caleiums zwischen Dialysat und Dialysenriickstand des Serums als 
Funktion der Wasserstoffionenkonzentration dargestellt. In der Ordinate 
der Magnesium- bzw. der Calciumgehalt des Dialysates, ausgedriickt in 
Prozenten des Magnesium- bzw. des Calciumgehaltes des Dialyseriick- 
standes. 

Ks zeigt sich, daB das Magnesium des Serums bei saurer 
Reaktion im Dialysat, bei alkalischer Reaktion im Dialysen- 
rickstand des Serums in héherer Konzentration anzutreffen 
ist. Der von Rona mit Wendepunkt bezeichnete Punkt des 
volligen Ausgleiches zwischen Serum und der AuBenfliissigkeit 
liegt nach unserem Versuch fiir Magnesium etwa bei p,, 5,5, 
ist also, wie aus der beigegebenen graphischen Darstellung 
ersichtlich, mit dem Wendepunkt der Calciumkurve innerhalb 
der Fehlergrenzen identisch. Die Erdalkalimetalle scheinen 
somit in bezug auf den Wendepunkt in einem gewissen Gegen- 
satz zu den Alkalimetallen zu stehen, bei denen dieser wesent- 
lich nach der alkalischen Seite verschoben erscheint, Rona 
und Petow?) finden diesen fiir Kalium bei p,, 7,4 und fir 
Natrium bei p,, 7,5. 


) A. a. O. 
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Das iiberraschende Verhalten der Phosphorsi&ure, die sich entgegen. 
gesetzt zum Donnanschen Gesetz zu verhalten scheint, diirfte im Zu- 
sammenhang damit stehen, daB das Calciumphosphat im nativen Serum be. 
reits in iibersittigter Form vorhanden ist.') Bei alkalisch gemachtem Serum 
kommt es anscheinend zu Niederschlagsbildungen, die den Abfall sowoh! 
der Calcium-, wie auch der Phosphorsiiurekurve bei steigender py, des 
Serums bedingen. Weitere Versuche iiber diese Erscheinung sind im Gange. 


Zusammenfassung. 


1. Der adialysable Anteil des Magnesiums im nativen 
Serum wurde bestimmt. Er betrigt im Mittel 28°/,. 

2. Durch eine Serie von Kompensationsdialysen bei 
wechselnder Wasserstoffionenkonzentration wurde der Nachweis 
erbracht, daB das Magnesium, trotz seiner Vermehrung in 
Liquor cerebrospinalis gegeniiber dem Serum, im Serum den 
Donnanschen Gesetz folgt. 


') Mond u. Netter, Pfliigers Arch. Bd. 212, S. 558 (1926). 














Zur Darstellung der krystallisierten K-Salze des Oxyhamins. 
Von 
A. Hamsik. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Briinn. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Mirz 1929.) 


Ks wurde hier?) mitgeteiit, daB die «-Modifikationen des 
Oxyhimins und des Chlorhimins durch Einwirkung alkoholi- 
scher Lauge krystallisierte K-Salze geben. Zur mikroskopischen 
Priifung wurde damals eine etwa 1°/,ige KOH-Liésung in 
Athyl- und in Methylalkohol empfohlen; spiiter wurde aber er- 
kannt, daB fiir diese Priifung eine stiirkere, etwa 5°/,ige 
Liésung, in Methylalkohol vorteilhafter ist. Bei der friiher 
iiblichen Darstellung der K-Salze des Oxyhimins, die mit etwa 
1°/,iger aithylalkoholischer Kalilauge geschah, wurde gréBten- 
teils ein Gemisch von Dikalium- und Trikaliumsalz erhalten 
und infolge der liingere Zeit dauernden Kinwirkung der Lauge 
wurde zugleich die «-Modifikation alteriert.2)} Nun wurden mit 
stirkerer methylalkoholischer Kalilauge schén krystallisierte 
u-Praparate erhalten, die dem ‘Trikaliumsalz entsprechen. 
Diese Priparate wurden mit Methanol-Ather KOH-frei aus- 
gewaschen. Kinige Praparate, die bloB mit Ather gewaschen 
waren, entsprachen in ihrer Zusammensetzung dem Penta- bis 
Hexakaliumsalz, aber diese Praparate kénnen wegen der er- 
wihnten ungeniigenden Reinigung fiir die Existenz der 


') Diese Zs. Bd. 133, S. 173 (1924). 
*) A. Hamsik, Spisy lékarské fakulty v Brné, Bd. II, S. 1 (1923) 
und Bd. V, S. 225 (1927). 
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»schwacheren“ aktiven H-Atome, wie sie F. Haurowitz und 
K. Zirm’) mit starkerem Grignards Reagens fiir Cl-Himin 
und Oxyhiimin fanden, nicht verwertet werden. 

Das dritte aktive H-Atom und eventuell die weiterey 
schwiicheren aktiven H-Atome sind vielleicht nur in den 
a-Modifikationen des Cl-Himins und des Oxyhiamins erhalten, 
da die erwihnten krystallisierten Kalisalze in guter Ausbeute 
nur aus den e@-Modifikationen dargestellt werden konnten, 
wihrend die f-Modifikationen nur wenig krystallisierte Kali- 
salze und die w-Modifikationen nur undeutliche Formen gaben. 
Wenn die oben geiiuBerte Ansicht richtig ist, dann gehen die 
schwicheren aktiven H-Atome verloren, wenn die «-Modi- 
fikationen in die #- bis w-Modifikationen tberfihrt werden, 
was durch Kinwirkung von Saéuren und Basen?) geschieht, 
aber auch bei lingere Zeit dauernder Aufbewahrung der 
»Blutpulver“ beobachtet wurde, da diese jetzt zum bedeutenden 
Teil veriinderte Modifikationen lieferten, wahrend sie frisch 
nur die @-Modifikation enthielten. Die schwacheren aktiven 
H-Atome sind vielleicht auch fiir die Anhydridbildung und fiir 
die Chlorbindung notwendig, da nur die @-Modifikation An- 
hydrid bilden und Chlor fest binden kann.%) Sie spielen viel- 
leicht auch bei der Protoporphyrinbildung eine Rolle, da die 
w-Modifikationen das Protoporphyrin nicht geben.*) 

Ks scheint, da8 manche #-Modifikationen des Cl-Himins 
und des Oxyhimins Gemische von den «@- und w-Modifikationen 
sind; die Krystallisationsfihigkeit und die Krystallform der 
«-Modifikationen werden durch Vermischen mit den w-Modi- 
fikationen sehr beeinfluBt. 


Darstellung der K-Salze des Oxyhamins. 


1 g «-Oxyhimin oder @-Chlorhimin wurde in 80—100 ccni 
Methanol suspendiert, dann wurden 2—3 ccm methylalko- 


') Chem. Ber. Bd. 62, S. 163 (1929). 

*) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 148, 8. 99 (1925). 
5) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 178, S. 67 (1928). 
‘) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 180, S. 308 (1929). 
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holischer Kalilauge’) zugegeben, bis Lésung eintrat. Die 
filtrierte Farbstofflésung wurde mit etwa dem gleichen Volum 
| der konzentrierten (etwa 20°/,iger) methylalkoholischen Kali- 
» [| lauge vermischt. Die Krystallisation begann fast sogleich. 
» Nach etwa 6 Stunden wurde die verhiltnismibig schwach ge- 
irbte Mutterlauge abgegossen, die Krystalle wurden abfiltriert 
und a) entweder zuerst mit Methanol—Ather (1:3, 1:4, 1:5) 
bis zum Verschwinden der Reaktion mit Lackmuspapier, dann 
mit Ather gewaschen (Praparat Nr. 1—3) oder b) nur mit 
Ather gewaschen und mit diesem im Soxhlet extrahiert (Pri- 
parat Nr, 4—6). Die letztere Reinigung ist ungeniigend. Die 
Priparate wurden im Vakuum iiber H,SO, und KOH getrocknet. 
Ausbeute etwa 90°. 
| Als Ausgangsmaterial: a) Fiir die Priparate Nr. 1—2 
r diente ein @-Oxyhimin, das frisch aus dem Ochsenblut dar- 
n gestellt wurde. Das Blut wurde mit Aceton koaguliert, das 
h erhaltene ,,Blutpulver“ wurde gleich mit oxalsiurehaltigem 
D | Aceton extrahiert, der Auszug mit Wasser verdiinnt und mit 
: & festem Natriumacetat versetzt. Der Niederschlag wurde auf 
dem Filter mit heiBem Wasser gewaschen, dann mit Alkohol 
entwissert, mit diesem noch zweimal und mit dem Chloroform 
einmal ausgekocht, zuletzt mit Ather im Soxhlet extrahiert. 


b) Fiir die Praparate Nr. 3—4 diente ein a«-Oxyhimin, 

das aus dem Ochsenblut auf dieselbe Weise dargestellt wurde, 

| @ aber das Blut wurde mit Alkohol koaguliert und mit oxal- 

: siurehaltigem Alkohol ausgezogen. Die Extraktion mit Al- 

kohol war erschépfender als diejenige mit Aceton, aber dieses 

hat den Vorteil, daB die Lipoidstoffe, welche die Filtration 
erschweren, nicht in dem MaBe extrahiert werden. 


c) Fiir das Priparat Nr. 5 wurde ein a-Oxyhiminpraparat 


‘) 20 g mit Alkohol gereinigtes Kaliumhydroxyd wurden in 100 ccm 
Methanol gelést; die klar dekantierte Lésung wurde verwendet. Sie 
blieb lingere Zeit klar, wenn sie mit dem gleichen Volum Methanol 
verdiinnt wurde. Diese verdiinnte Lésung blieb kurze Zeit klar, wenn 
sic mit etwa 20facher Menge Methanol—Ather (1:5) vermischt wurde, 
wihrend sie, mit finffacher Menge Ather verdiinnt, bald opalisierte. 
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verwendet, das vor etwa 1 Jahr aus Ochsenblut dargestellt 
wurde.') 

d) Fir Praparat Nr. 6 diente ein @-Chlorhimin, das aus 
dem unter a) erwahnten Auszug dargestellt wurde. 1 Liter 
Auszug wurde mit 20 ccm 12,5°/,iger Salzséure versetzt, die 
Krystalle wurden nach 12 Stunden abfiltriert. 

Zur Analyse wurden die Priiparate bei 80° getrocknet. 


Prip. Nr. 1. 0,2754 g Subst. gaben 0,0306 g Fe,O,, 0,0956 g K,S0.. 


” » 1. 01872 g ,, »  0,2736 g CO, u.0,0572 g H,0. 
, oy 2B 02602 g ,,  0,0294 g Fe,O,, 0,0934 g K,s0,. 
» ogg Be 41850, ,  0,2718 g CO, u.0,0514 g HO. 
rm , 2. O18 g ,, »  0,2529 g CO, u. 0,0476 g H,O. 
, ogg B 0,2298 2, ,,  0,0786 g K,SO,, 0,0264 g Fe,0, 
- » 3. 0,1163 g _,, »  0,2352 g CO, u. 0,0478 g H,0. 
Fiir C,,H,,O,N,FeK,: 
Ber. © 54,59°,,  H 4,04%, Fe 7,479,  K 15,69°/, 
Gef. 1. ,, 54,40 4,66 » 3a » 15,58 
2. ,, 54,93 » 4,26 ,. 1,90 » 16,11 
yy 34,71 4,22 »— » = 
3, S617 » 4,59 » 8,08 15,34 


Die Analysen der Priparate Nr. 4—6, die annaihernd dem Penta- 
bis Hexakaliumsalz entsprachen, werden nicht angefiihrt, da hier dir 
Reinigung durch Extraktion mit Ather ohne Alkohol nicht geniigend ist. 

Kigenschatften. Ziemlich grobe, aus langen rhombo- 
edrischen Téfelchen bestehende, meist zu Drusen gruppierte 
Krystalle. Leicht léslich in Wasser und in Methylalkohol, 
etwas schwieriger in Athylalkohol, unldslich in Ather und in 
Aceton. Léslich in EKisessig, aber aus dieser konzentrierteu 
Lésung fielen bald Krystalle aus. 

1 g Kaliumoxyhimin wurde in 100 ccm LEisessig ei- 
getragen. Nach einigen Stunden a) wurde die noch ziemlici 
gefarbte Mutterlauge abgegossen, mit Wasser verdiinnt und 
mit Lauge abgestumpft. Der abfiltrierte und getrockuete 
Niederschlag bestand nach der Himinprobe und nach der 
Salzprobe, die mit etwa 5°/, iger KOH-Liésung in Methy!- 
alkohol geschah, aus einer w-Modifikation. b) Die Krystalle 


') A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 178, 8. 69 (1928). 
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wurden abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen und getrocknet. 
Sie bestanden nach den Proben aus der «-Modifikation. 

0,1203 g Substanz (80°) gaben: 0,2848 g CO,, 0,0522 g H,O, 0,0155 g 
Fe, Oy. 

Fir Acetylhimin C,,H,,O,N,Fe: 

Ber. C 63,98°/, H 5,22°/, Fe 8,27°,, 

Fir Oxyhimin C,,H,,0,N,Fe: 

Ber. C 64,44°/, H 5,25°/, Fe 8,81°,, 
Gef. ,, 64,58 4,85 » oe 

Das Praparat war léslich in Chloroform—Pyridin (3:1) undaus 
dieser Lésung fielen bei Erwarmen Krystalle aus; dies Ver- 
halten spricht gegen «-Oxyhimin, das in Pyridin wenig lés- 
lich ist. Wenn statt der Essigsiure 95°/,ige Ameisensdure 
benutzt wurde, bestanden die gewonnenen Krystalle nicht 
mehr aus der reinen «-Modifikation. Sie waren auch in 
Chloroform—Pyridin léslich und aus der erwirmten Loésung 
jielen deformierte Krystalle aus. 

Wenn das Oxyhaiminkalium in eine noch warme Ldésung, 
die durch Vermischen von Ameisensiiure mit ein wenig Am- 
moniak bereitet wurde, eingetragen wurde, erfolgte Loésung 
unter gleichzeitiger Bildung von neuen gleichmaBigen Krystallen 
und die Mutterlauge blieb bald nur gering gefirbt. 

50 ccm Ameisensiiure wurden mit 5 ccm 20° ,igem Am- 
moniak versetzt. In diese Lésung wurden sogleich 0,5 g Oxy- 
himinkalium eingetragen. Nach 12 Stunden wurde die gering 
sefarbte Mutterlauge abgegossen, die Krystalle wurden ab- 
tiltriert und mit Wasser ausgewaschen. Aber sie bestanden 
nach den Proben nicht aus reiner e-Modifikation. Sie waren 
in Chloroform—Pyridin léslich und aus dieser Lisung fielen 
bei Erwirmen neue Krystalle aus. Ein anderes Priparat 
wurde dargestellt, indem 0,5 g Oxyhaminkalium zuerst mit 
20 com Ameisensiiure behandelt wurde und dann wurden an- 
tangs 2,5 com Ammoniak und nach einigen Minuten, da die 
Losung fast klar blieb, noch weitere 2,5 ccm Ammoniak zu- 
zegeben. Jetzt erfolgte rasch die Krystallisation und die 
Mutterlauge blieb gering gefiirbt. Die Krystalle bestanden auch 
nicht aus reiner «-Modifikation. Nach der Analyse entsprach 
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das erste Priparat dem Oxyhiminanhydrid, wihrend das 
zweite Priparat dem Oxyhiimin entsprach, aber beide Pripa. 
rate waren, trotz schéner Krystallform, veriindert, denn sie 
gaben bei der Hiiminprobe nicht typische Teichmannsche 
Krystalle und waren in Chloroform—Pyridin viel besser léslich 
als das g-Oxyhimin; und diese Lisung schied beim Kochen 
neue Krystalle aus. 
Erstes Priiparat: 0,1094 g Substanz (80°) gaben 0,2654 g CO,, 
0,0492 g H,O und 0,0139 g Fe,Q,. 
Zweites Priiparat: 0,1274 g Substanz (100°) gaben 0,3014 g CO,, 
0,0546 g H,O und 0,0159 g Fe,0,. 
Fiir Formylhiimin C,,H,,0,N,Fe: 
Ber. C 63,53°/, H 508°, Fe 8,44°/, 
Fiir Oxyhimin C,,H,,0;N,Fe: 
Bor. C 64,44°/, H 5,25, Fe 8,81°/, 
Fiir Anhydrid C,,H,,0,N,Fe: 
Ber. C 66,33°/, H 5,07°/, Fe 9,07°/, 
Erstes Priparat: Gef. C 66,18°/, H_ 5,03°/, Fe 8,88° , 
Zweites ,, 9» ~—s 9: 6 4,54 », 4,97 » Bre 
Die frisch dargestellten Oxyhiiminkaliumpraparate konnte: 
auch in der Ameisensiiure gelést werden und die filtrierte 
Lésung krystallisierte nach Zusatz von Ammoniak fast voll- 
stindig aus. Dies gelang aber nur bei raschem Arbeiten mit 
kleinen Portionen, da hier das Lésen und Filtrieren schnel! 
ging. Die etwas ilteren Priparate waren gegen die Ameisen- 
siure mehr empfindlich. Bei diesen gelang die beschriebene, 
fast vollstandige Krystallisation nur in der Weise, daB das 
Kalisalz in die bereits fertige Lésung der Ameisensiiure und 
NH, eingefiihrt wurde. Statt Ammoniak konnte auch Pyridin, 
Hydrazinhydrat und auch Wasser verwendet werden, um das 
Auskrystallisieren zu bewirken, wiihrend die Krystallisation 
aus der Ameisensiiure allein langsamer und nicht so aus- 
giebig war, weil die Mutterlange hier mehr gefirbt  blieb. 
Bei Verwendung von Hydrazinhydrat war die Mutterlaugé 
schwach violettrot von der geringen Menge des gebildeter 
Porphyrins gefirbt; bei Erwirmen erfolgte hier Liésung unter 
Protoporphyrinbildung, aber nur dann, wenn die Lésung ent- 
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sprechend verdiinnt war, sonst wurde hauptsiichlich Pseudo- 
porphyrin gebildet, weil die «-Modifikation noch vor der Ent- 
eisenung durch die Ameisensiure alteriert wurde. 

Die Oxyhiminkaliumpriparate gaben, in Eisessig und 
NaCl eingetragen und gekocht, Teichmannsche Krystalle. 


Versuche zur Darstellung krystallisierter K-Salze des Oxy- 
hamins aus den f- und w-Modifikationen des Oxyhamins und 
des Chlorhamins. 


Diese Versuche wurden auf dieselbe Weise wie diejenigen mit den 
«-Modifikationen angestellt, aber als Ausgangsmaterial dienten hier 
einige altere §- und w-Oxyhimin- und Chlorhiminpriiparate, deren Dar- 
stellung a. a. O.') beschrieben wurde. AuBerdem wurden neue Priiparate 
verwendet, die auf folgende Weise dargestellt wurden: Von den vor 
i—2 Jahren gemachten Darstellungen zahlreicher o-Oxy- und Chlor- 
himinpraparaten blieben einige ,,Blutpulver“, d. h. mit Alkohol gefiillte, 
abgepreBte und zerriebene Blutkoagula in den Priparatenglisern auf- 
bewahrt. Diese noch schwach nach Alkohol riechenden Blutpulver 
wurden jetzt mit oxalsiurehaltigem Alkohol ausgezogen. Die Extrak- 
tion ging jetzt schlecht, so da8 trotz 12stiindiger Extraktion die ab 
ceprebten Blutkuchen noch ziemlich gefirbt blieben. Die Extrakte 
wurden nun durch Verdiinnen mit Wasser und Versetzen mit Natrium- 
acetat auf Oxyhimin oder dessen Anhydrid verarbeitet. Die erhaltenen 
Priparate enthielten aber jetzt nach der Hiimin- und Salzprobe eine 
verinderte Modifikation. Da dieselben Blutpulver seinerzeit nur die 
«-Modifikation lieferten, muBte die Alterierung wiihrend der lingere 
Zeit (1-2 Jahre) dauernden Aufbewahrung geschehen. 

Die §-Priparate des Oxy- und des Chlorhiimins gaben bei der Ver- 
arbeitung auf Kalisalze nur einen kleinen krystallisierten Bodensatz, 
wihrend der gréBte Teil des Farbstoffs in der Mutterlauge blieb. Die 
w-Priparate gaben gréBere, aber nur aus feinen Koérnchen bestehende 
Niederschlige. Es ist miéglich, dab manche fiir 9-Modifikationen gehal- 
tene Priiparate ein Gemisch der «- mit der w-Modifikation darstellen, 
denn die erstere wird in ihrer Léslichkeit und Krystallform durch die 
letztere sehr beeinfluBt. 

Bei Verarbeitung der aus den alten ,,Blutpulvern® dargestellten 
Priparate auf Kalisalze blieb der Farbstoff fast ganz in der Mutter- 
lange. Diese wurde nun mit Eisessig stark angesiuert, mit Wasser 
entsprechend verdiinnt und etwa 15 Minuten gekocht. Der Nieder- 
schlag, der aus kleinen stibchenférmigen Krystallen bestand, wurde 


') A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 178, S. 67 (1928). 
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abfiltriert, mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen und getrockne+. 
Es wurde ein Gemisch erwartet, da die «-Modifikation hier das Anh, 
drid geben muBte, der alterierte Anteil dagegen nicht. 
0,1335 g Substanz (100°) gaben 0,3189 g CO,, 0,0586 g H,O und 
0,0173 g Fe,O,. 
Gef. C 65,17°), H 4,91°/, Fe 9,06°/, 


Ein ahnliches Gemisch wurde oft beim Kochen der Pyridinhimin. 
lésungen') erhalten und liegt auch in zahlreicheu Dehydrohalogen 
priparaten W. Kiisters vor. Es wurde auch bei Behandeln de; 
Oxyhiminkaliums mit der Ameisensiiure allein als krystallisierter Boden. 
satz erhalten. 

0,1092 g Substanz (100°) gaben 0,2618 g CO,, 0,0486 g H,O, 0,0140. 
Fe, QO . 

Gef. C 65,299,  H 4,98, Fe 8,96 °/, 


Aber das aus den alten ,,Blutpulvern“ dargestellte Praiparat wa: 
in Kisessig unléslich, desgleichen in Chloroform-Pyridin, so dab hie 
eine andere Veriinderung stattgefunden hat. 


1) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 169, 8. 64 (1927). 
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Uber die Fraktionierung partieller EiweiShydrolysate. 


Von 


K, Felix und A. Lang. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus dem Laboratorium der II. Medizinischen Klinik der Universitat Minchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Marz 1929.) 


Bei der partiellen Spaltung der EKiwei8kérper durch Fer- 
mente, Siuren oder Alkalien entstehen Produkte verschiedener 
molekularer GréBe und Zusammensetzung. Sie unterscheiden 
sich ferner noch durch ihren wechselnden basischen und sauren 
Charakter, in dem sich der Gehalt an gewissen Aminosiuren, 
vor allem den Hexonbasen zu erkennen gibt. Das Vorkommen 
einzelner bestimmter Aminosiiuren beeinfluBt auch ihr Ver- 
halten gegeniiber den in der EKiweiBchemie gebriuchlichen 
Fillungsmitteln. Ks ist anzunehmen, daB ein an Histidin 
oder Arginin reiches Pepton sich unter ihnlichen Bedingungen 
iillen lassen wird wie diese Aminosiuren selbst, es also még- 
‘ich ist, ein partielles Proteinhydrolysat mit der Methode von 
Khossel und Kutscher in eine Histidin-, Arginin-, Lysin- 
und Monoaminosiurefraktion aufzuteilen. Fiir die Isolierung 
der Histidinfraktion verwendet man aber besser (uecksilber- 
sulfat in saurer Lésung, weil man damit in der Kalte arbeiten 
kann und so das Aufkochen vermeidet, welches Kossel fiir 
die Fiallung des Histidinsilbers vorschreibt, und das sekundire 
Auderungen bewirken kénnte. 

In den gegenwirtigen Versuchen haben wir ein Verfahren 
‘ur Abtrennung einzelner Peptone gepriift, welches sich auf 
den basischen Charakter als solchen griindet. Es handelt sich 
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um die Verwendung von Permutit, der ja nicht nur anorganische 
sondern auch organische Basen austauschen kann. J.C. White. 
horn’) hat gezeigt, daB Adrenalin und eine Reihe andere; 
biochemisch wichtiger aliphatischer Basen gegen das Natrium 
im Permutit ausgetauscht werden kénnen. Aromatische Base; 
wie Anilin werden dagegen nicht aufgenommen. 

Um den Anwendungsbereich des Permutits abzugrenzey, 
haben wir sein Austauschvermégen zuniachst an einfachen und 
iibersichtlichen Beispielen gepriift und verwandten dazu die 
salzsauren Salze von Arginin, Histidin, an Stelle von Lysin, 
das uns nicht in geniigender Menge zur Verfiigung stand, 
Ornithin und als Beispiel fiir eine héher molekulare Base 
Clupeinsulfat. 

Whitehorn hat die Wirkungsweise des Permutits an 
Beispiel des Ammonchlorids studiert und versucht, die Resultate 
nach dem Massenwirkungsgesetz darzustellen. Die Ergebnisse 
unserer Versuche fiigen sich jedoch nicht in dieses Gesetz ein. 
Beim Arginin z.’B. andert sich aie: “leichgewichtskonstante 
mit der Argininkonzentration. Nun ist das Massenwirkung:s- 
gesetz fiir homogene Systeme abgeleitet, wogegen das System 
Natrium—Arginin—Permutit—Argininchloridlésung—Natriumchlo- 
ridlésung zwei verschiedene Phasen aufweist. Es lage nahe 
anzunehmen, daB Adsorptionsvorgiinge mitspielen, doch trifit 
das nicht zu, da die Aufnahme des Arginins in den Permutt 
nicht von seiner Konzentration sondern von seiner absoluten 
Menge abhingt. Denn das Resultat wird nicht beeintubt, 
wenn man nur das Volumen der Lésung andert, die Menge 
Permutit und Argininchlorid aber konstant hilt. 

Der Austausch des Natriums im Permutit gegen andere 
anorganische Basen ist schon mehrfach untersucht worden: 
am eingehendsten von V. Rothmund und G. Kornfeld.”) Sr 
verwandten die Salze von Alkali- und Erdalkalimetallen, ferner 
auch von Silber und Kupfer. Ihre Versuche fihrten 71 
folgenden Schliissen. Die Reaktion folgt dem Massenwirkungs- 
gesetz nicht. Die Metalle werden in dquivalenten Menge 
gegen das Natrium ausgetauscht. Die Zusammensetzung 
Permutit ist eine Funktion der Konzentration der beide 
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Metalle in der Liésung und bei gleichwertigen Metallen unter 
der Annahme vollstandiger Dissoziation der Salze, eine Funktion 
des Verhaltnisses der Konzentrationen der beiden Metalle in 
der Lésung und damit unabhingig von der Verdiinnung. An 
dem Austausch Silber—Natrium wurde folgende fiir gleichwertige 
Basen allgemein giiltige Beziehung gefunden: 

worin c die Konzentrationen der beiden Basen in der Lésung «’ 
die Konzentrationen im Permutit bedeuten. Der Exponent pf 
wurde stets kleiner als 1 gefunden. 

Da, wie bereits erwahnt, auch beim Arginin der Aus- 
tausch von der Verdiinnung unabhingig ist, haben wir ver- 
sucht darauf dieselbe Formel anzuwenden. Wir haben den 
Permutit mit Argininchloridlésung wechselnder Konzentrationen 
geschiittelt. Bei 32° war das Gleichgewicht nach etwa 5 Stdn. 
erreicht, wobei etwas mehr als die Hilfte der angewandten 
Base ausgetauscht w: . 80°/, davon weruen bereits in den 
ersten 10 Minuten ausgetauscht. Bei 0° verlauft der Umsatz 
wesentlich langsamer. Der Temperaturkoeffizient fiir 10° be- 
trigt 1,8. Zunichst befindet sich in der Lésung nur Arginin- 
chlorid (2) und sonst keine andere Base, im Permutit nur 
Natrium (4). Nach Hinstellung des Gleichgewichts sollen x Mole- 
kile Arginin aus der Liésung in den Permutit aufgenommen 
worden sein; dann sind auch xz Atome Natrium aus dem Per- 
mutit in die Lésung ausgetreten. Denn bei neutraler Reaktion 
wirkt Arginin als einséurige Base. Im Gleichgewichtszustand 
betrigt die Konzentration des Arginins im Permutit z, in der 
Lisung a —z, die Konzentration des Natriums im Permutit 
b—zx und in der Liésung zx. Die Gleichung (1) erhalt dann 
folgende Form: 


2) =. (Fae = K, 


Um die Beziehung zwischen dem Verhiltnis der Kon- 
zentrationen im Permutit und denen in der Lésung graphisch 
darzustellen, wird die Gleichung (2) logarithmiert und um- 
geformt: 
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(3) log (“=*) = flog (=~) + log K, 
Trigt man nun die Werte fiir log (- =") als Ordinate 








und die fiir log (== als Abszisse auf, so laBt sich durch 


diese Punkte eine Gerade legen, d. h. das Arginin erfiillt die 
Gleichung von Rothmund und Kornfeld. 


a a a4 j 
>= = = eae oe wadooll 

- : ye 

. At 
































er a Cee eee He 
a a cae ! + 420-+— 
5 _t - i | -60.—— a 
| | bY 
re ie SH ap — oo 
Ana ee I 
CEC oe 
oo | 120 = 4 
2 (og ake 




















| | ' t 
wD 120100 8 & 4D -H +20 4D 
EES t : | | 1.29 rat 
L_ | 


| 
' 
4 





Fig. 1. Austausch Natrium-Arginin.*) 


Die Tangente des Winkels, den die Gerade mit der 
Abszisse bildet, gibt fiir 8 den Wert 0,6055; er ist also kleiner 
wie 1, was bedeutet, daB eine Verdoppelung der Konzentration 
des Arginins in der Lésung nicht auch eine Verdoppelung im 
Permutit, sondern nur eine kleinere Zunahme bewirkt. Die 
Konstante A, welche dem Numerus des Schnittpunktes der 
Geraden mit der Ordinatenachse entspricht, ist gleich 45,85. 
Sie bezeichnet gleichzeitig den Punkt der Reaktion, in dem 
die Hilfte der Base aus der Lisung aufgenommen, das Glied 


(- ==) 1 und K="=* ist, Damit die Halfte der Bas 


H 1] 
vom Permutit aufgenommen wird, muf dieser demnach in etwa 


25 facher Menge angewendet werden. 





*) In dieser und den nachfolgenden Kurven sind fiir Abszisse und 
Ordinate die Werte der Tabellen des experimentellen Teils mit 100 mu!- 
tipliziert eingetragen. 
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Die Reaktion des Permutits mit Ornithin und Histidin 
JiBt sich ebenfalls nach Gleichung (3) darstellen. Wir haben 
noch die Versuche Whitehorns mit Ammonchlorid wiederholt 
und gefunden, daB auch diese sich viel besser nach der Formel 
von Rothmund und Kornfeld wiedergeben lassen. 
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Fig. 2. Austausch Natrium gegen Histidin, Ornithin, Ammonium. 


3ei allen von uns gepriiften Substanzen folgt der Aus- 
tausch mit Natrium der Gleichung fiir gleichwertige Basen, 
worn nur eine Bestatigung der bekannten Tatsache zu 
sehen ist, daB bei neutraler Reaktion bloB eine der beiden 
basischen Gruppen dissoziiert ist. Die Kurven unterscheiden 
sich durch den Neigungswinkel 7 und die Konstante A. Nach 
den Werten fir # ordnen sich die Basen in folgende Reihe: 
Ammonium (0,717), Arginin (0,6055), Histidin (0,3075) und 
Ornithin (0,2652); die Reihe nach den Werten fiir A’ ist 
dagegen etwas anders: Histidin (54,2), Arginin (45,8), Ornithin 
(42,02), Ammonium (0,61). Offenbar driickt sich in diesen 
Werten fiir die Konstante die Affinitiit der einzelnen Basen 
zum Permutit aus, insofern als sie um so leichter ausgetauscht 
werden, je kleiner A ist. Am leichtesten wird Ammonium 
ausgetauscht, dessen Konstante etwa 75 mal kleiner ist, als 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLX XXII. 9 
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die der Diaminosiuren. Es ist also méglich, mit Ammoniuy. 
chlorid die Hexonbasen aus dem Permutit auszutreiben. 

Da die Werte fiir die Diaminosiuren so eng beisammey, 
liegen, sollte man erwarten, da sie aus einem Gemisch yoy 
Permutit ungefihr gleichmifig aufgenommen werden. Zu; 
Priifung dieser Frage haben wir Arginin und Ornithin jy 
wechselndem Verhiltnis gemischt und mit verschiedenen Menge 
Permutit behandelt. Regelmibig wurde aber das Ornithin jy 
gréBerem Umfang aufgenommen, und zwar fast so, als ob e; 
allein in der Lésung wire. Das Arginin hat wenig Eintiug 
auf diese Reaktion und wird selbst nur in geringem Mage 
ausgetauscht. Das an sich stiirker austauschbare Ornithiy 
wird nicht nur relativ, sondern auch absolut stirker aus. 
getauscht als das Arginin. Die gesamten ausgetauschte: 
basischen Aquivalente (Ornithin + Arginin) sind annihernd s 
groB, als wie wenn man Ornithin in gleicher Konzentrativ: 
allein mit Permutit reagieren libt. Es liegen hier ‘hnliche 
Verhiltnisse vor, wie bei der Adsorption in einer Lésung 
mehrerer Stoffe. Der in reiner Lésung stiirker adsorbierbare 
Stoff wird auch aus einem Gemisch stiarker adsorbiert, als der 
schwiicher adsorbierbare; und vielfach ist die gesamte Adsorp- 
tion etwa ebenso groB, wie sie sein wiirde, wenn der stiirker 
adsorbierbare Stoff allein bei gleicher Konzentration in der 
Lésung vorhanden wiire.'*) Es kénnen also Ornithin und 
Arginin durch Permutit weitgehend voneinander getrennt werden. 

Wir haben auch Versuche mit Clupeinsulfat angestelit 
um zu erfahren, wie sich hochmolekulare Basen verhalten. 1): 
sein Aquivalentgewicht nicht bekannt ist, haben wir sei 
Konzentration in ccm n-Salzsiiure ausgedriickt. Nach andere: 
noch nicht publizierten Versuchen betriigt es etwa 420. Went 
auch die absolute Konzentration relativ hoch erscheint, so 1s 
doch die molekulare Konzentration wegen des groBen Aquivalent- 
cewichtes gering und befindet sich der Permutit in groBem Uber- 
schuB. Aus demselben Grund ist der Austausch gering, obwol: 
absolut gerechnet, recht betrichtliche Mengen aufgenomme! 
werden. Wie die nachstehende Kurve zeigt, lassen sich auc! 
diese Versuche nach der Formel yon Rothmund und Kornfelé 
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darstellen, d.h. das Clupein scheint sich gegeniiber dem Permutit 
wie eine einsiurige Base zu verhalten. Die schwache Neigung 
jer Geraden gegen die Abszissenachse bedeutet, daB Ande- 
rungen der Konzentration des Clupeins in der Lésung uur 
seringen KinfluB auf den Austausch haben, wenigstens in dem 
Bereich von 2,6—5,3 ccm n-Salzsiure auf 3—6g Permutit. 
Ia das Aquivalentgewicht willkirlich angenommen ist, kann der 
Wert fir A nicht ermittelt werden. 
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Fig. 3. Austausch Natrium-Clupein. 


Aus den oben erwihnten Versuchen mit den Gemischen 
von Arginin und Ornithin ergibt sich die Méglichkeit, den 
Permutit auch zur praparativen Trennung der Produkte fermen- 
tativer Spaltungen von Proteinen zu verwenden. Permutit 
muB dabei im Uberschu8 vorhanden sein, wie bereits erwihnt, 
etwa der 25 fachen Menge der Basen. Praktisch erreicht man 
diese Bedingung am besten, indem man die Loésung durch 
lange mit Permutit gefiillte Réhren filtriert. Im experimentellen 
Teil ist ein solcher Versuch am Beispiel der Pepsin-Ver- 
dauungsprodukte der Gelatine geschildert. Es gelang dabei, aus 
dem Gemisch der Peptone einige stark basische herauszuholen. 


Experimenteller Teil. 


Den Natriumpermutit bezogen wir fiir diese Versuche von 
der Permutit-A.G.-Berlin. Um alle anderen austauschbaren 
Metalle, die er noch event]. hatte enthalten kénnen, aus- 
zuschalten, wurde er mehrmals mit konzentrierter Kochsalz- 
osung behandelt und darauf mit destilliertem Wasser trei vou 
Vhlor gewaschen. Dann wurde er getrocknet und in der 
hugelmiihle zu einem staubfeinen Pulver gemahlen. Die Korn- 


strobe des Pulvers betrug durchschnittlich ungefihr ',, mm. 
9* 
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Zur Bestimmung der maximal austauschbaren Aquivalente 
wurde er in Silberpermutit iibergefiihrt. Dazu wurde der 
Natriumpermutit 5mal mit konzentrierter Silbernitratlésung 
geschiittelt, dazwischen und danach mit destilliertem Wasser 
gewaschen, bis das Waschwasser keine Reaktion auf Silber 
mehr gab. 1g des lufttrockenen Silberpermutits enthielt 
2,118 Milliiquivalente Silber. Daraus berechnet sich fiir den 
Natriumpermutit die Zahl der austauschbaren Aquivalente zu 
6 = 2,582 Milliiquivalente pro 1 g. 

Die Versuchsanordnung war folgende. In einem kleinen 
Erlenmeyerkolben wurde eine bestimmte Menge, in der Rege| 
3g, Natriumpermutit (6 = 7,746 austauschbare Milliaquivalente), 
mit einem gemessenen Volumen einer bekannten Arginin- 
hydrochloridlésung versetzt. Der Gehalt der Argininlésung 
wurde durch eine Kjeldahlbestimmung ermittelt. Dann wurde 
ungefiihr 30 Stunden in einem Thermostaten von 32° ge. 
schiittelt. Wie aus den spiter geschilderten Versuchen iiber 
die Reaktionsgeschwindigkeit hervorgeht, ist nach dieser Zeit 
das Gleichgewicht erreicht. Darauf leBen wir die GefaBe noch 
kurze Zeit stehen, damit die Hauptmenge des Permutits sich 
absetzen konnte, und filtrierten dann. In einem aliquoten ‘lei! 
des klaren Filtrates wurde die Endkonzentration an Arginin 
wieder durch eine Stickstoffbestimmung ermittelt. Die aui- 
genommene Menge Arginin ergibt sich aus der Differenz 
gegeniiber dem Anfangswert und wird in Millimol ausgedriickt. 
In diesen Versuchen war es nicht notwendig, besonders au‘ 
die Konstanz der Temperatur zu achten, da, wie der folgende 
Versuch zeigt, die Lage des Gleichgewichts von der Temperatur 
unabhiingig ist. 

3 g Natriumpermutit wurden mit 50 ccm einer Argininlésung, die 
7,331 Millimol Argininhydrochlorid enthielten, einmal bei 20° und dann 
bei 38° geschiittelt. Im ersten Fall wurden 0,629, und im zweiten Fa!! 
0,631 Millimol Arginin ausgetauscht. 


Einflu8 der Verdinnung. 


Aus der Gleichung (2) folgt, daB die Verdiinnung bzw. 
das Volumen der Lisung ohne EinfluB auf die Lage de: 
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Gleichgewichtes ist. Diese Forderung wird durch folgenden 



































lente 
q Versuch bestitigt. 
, 

“ Bei einer Anfangskonzentration von 7,331 Millimol Arginin wurden 
me yon 3g Permutit aus 50 cem Volumen 0,630, aus 100 ccm Volumen 
sser 9.636 und aus 150 cem Volumen 0,622 Millimol Arginin ausgetauscht. 
ilber 
hielt Austausch Natrium—Arginin. 
den Die Versuchsanordnung war die bereits beschriebene. In 
> 7, | der Tab. 1 bedeuten 4 die maximal austauschbaren Milli- 

iiquivalente Natrium in Natriumpermutit, a die Anfangskonzen- 
inen tration des Argininhydrochlorids und z die ausgetauschten 
egel Millimol Arginin. 

a 
nite) Tabelle 1. 
nin- am, entin, 
Na-Permutit 4 

ung a-rermutl pys a] | 

; Nr. | cem a x > ls K 

Irde anna "shims 
ge- 4 b S 2 
iber | 
Zeit 1] 50 | 3 | 7,746 | 11,913 | 0,827 | 0,9225 | —1,1273 | 40 98 
= 208 50 | 3 | 1,746 7,063 | 0,635 | 1,0492 | —1,0053 | 45,48 
: 3 | 50 | 3 | 7,746 | 5,957 | 0,594 | 1,0806 | —0,9556 | 45,63 
ae 4 | 50 | 3 | 7,746 | 2,979 | 0,471 | 1,1888 | —0,7263 | 42,52 
lei! 6 | 50] 3 7,746 | 1,490 | 0,865 | 1,8058 | —0,4889 | 39,98 
nn 236 50 | 3 17,746 | 0,663 | 0,232 | 1,5104 | —0,2690 | 47,12 
anf. 240 | 50 | 6 | 15,492 | 0,663 | 0,330 | 1,6623 | —0,0039 | 46,20 
ae 238 | 50 | 9 | 23,238 | 0,663 | 0,397 | 1,7599 | +0,1739 | 45,14 
" 212 | 100 | 6 | 15,492 | 0,611 | 0,311 | 1,6885 | +0,0156 | 47,76 
; 245 | 50 | 3 | 7,746 | 2,806 | 0,408 | 1,2549 | —0,7692 | 52,56 
aul 246 | 50 |] 3 | 7,746 | 1,369 | 0,318 | 1,3684 | —0,5192 | 48,17 
nde | 
— Wie bereits im allgemeinen Teil hervorgehoben wurde 
laBt sich durch die Punkte, die sich aus den Werten fir 
b— a‘ , : 
die log *) als Ordinate und log {— als Abszisse ergeben 
“\ .& a-—-2 ' : 
nn eine Gerade ziehen. Der Tangens ihres Neigungswinkels be- 
““ & trigt 0,6055. Mit diesem Wert fiir § wurde die Konstante K 
berechnet. 
Austausch Natrium—Ornithin, --Histidin. 
wi Mit der gleichen Versuchsanordnung wurde auch der Aus- 


tausch des Natriums im Natriumpermutit gegen Ornithin und 
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Histidin untersucht. Die Resultate sind in den Tabb. 2 und 2 





enthalten. 
Tabelle 2. 
Ornithin. 
~ e 
Na-Permutit 18 me 
Nr. cem well a x > le Kk 
“ee See 
g h lot 8) Le} 8) 
S = 


274 1150 | 3 | 7,746 | 8,648 | 0,388 | 1,27 
275 | 50 | 8 | 7,746 | 1,153 | 0,251 | 1,47 
276 | 50 | 9 | 23,238 | 1,153 | 0,550 | 1,61 
277 | 40 | 8 | 7,746 | 0,577 | 0,209 | 1,55 
278 | 100 | 3 | 7,746 | 5,765 | 0,365 | 1,30 


Tabelle 3. 


79 | —1,3282 | 42,67 
51 | —0,5555 | 41,92 
54 | —0,0400 | 42,27 
71 | —0,2457 | 41,90 
58 | —1,1701 | 41,32 























Histidin. 
261 100 3 7,746 8,667 0,360 1,3121 —1,3631 | 53,86 
262 40 3 5746 0,867 0,202 1,5723 —0,5175 | 53,87 
263 40 9 


238 | 0,867 | 0,425 | 1,7298 | —0,0170 | 54,33 
746 | 0,433 | 0,163 | 1,6677 | —0,2192 | 54,33 
,746 | 4,333 | 0,302 | 1,8918 | —1,1254 | 56,68 


























Austausch Natrium—Ammonium. 


Das Ammonium zeigt eine viel stiirkere Tendenz in den 
Permutit einzutreten als die Diaminosauren. Wir muBten 
deshalb, um Versuche auch in dem Bereich zu haben, wo nur 
wenig ausgetauscht wird, der Ammonchloridlésung Natrium- 
chlorid zusetzen. Auf diese Weise wurde der Austausch ein- 
geschrinkt. Fiir diese Versuche bekommt die Gleichung (2) 
die Form 
r (P=). (sosPen, 
worin c die Konzentration des zugesetzten Natriumchlorids 
bedeutet. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in Tab. 4 
wiedergegeben. 


Reaktionsgeschwindigkeit und Temperatur. 


Um den zeitlichen Verlauf des Austausches zwischen 
Argininhydrochlorid und Natriumpermutit zu verfolgen, haben 
wir 3g Permutit in einem Erlenmeyerkolben mit 50 ccm 
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Na- em RR 
Permutit ahs +1 ; 
Nr. Jeem a x c > ie A 
gb 3 2 
K = = = = = 
257 | 20] 3 7,746 | 2,030 | 1,805 | — 0.5172 | +0,9041 | 0,740 
»68 | 20 | 3. 7,746 | 2,030 | 1,320 | 10,0 | 0,6866 | +1,2027 | 0,668 
a 049 | 30 | 3 7,746 | 2,030 | 1,166 | 20,0 | 0,7517 | +1,3893 | 0,568 
de 070 | 45 | 3 7,746 | 5,075 | 2,330 | 20,0 | 0,3664 | +0,9101 | 0,517 
nt 271 | 50 | 3 7,746 110,150 | 4,887 | — |—0,2325 | —0,0326 | 0,618 
a 972 | 70 | 3 7,746 | 10,150 | 3,385 | 20,0 | 0,1109 | +0,5383 | 0,531 
r 
82 


Argininlésung, die auf die gewiinschte Temperatur erwiirmt 
worden war, versetzt und im Thermostaten bei konstanter 
Temperatur geschiittelt. Nach Ablauf einer bestimmten Zeit 
86 wurden die GefiBe rasch herausgenommen und sofort vom 
Permutit abgesaugt. Das Filtrieren erforderte etwa 20 Sek., 
die der Reaktionsdauer zugerechnet wurden. Im Filtrat wurde 
6S die Endkonzentration des Arginins (a — x) wieder durch Kjel- 
dahl bestimmt. Wir haben 2 Versuchsreihen, die ganz gleich 
angesetzt waren, durchgefiihrt und zwar die eine bei 0° 


len ‘T = 273°) und die andere bei 32° (7'= 305°). Die Versuche 
en sind in Tab. 5 zusammengestellt. 
ur Tabelle 5. 
~ T = 273°, 
wil Minuten O 1,55 3,0 5,6 15,3 25 45 60 2800 
)) 
(- Be a-—2 0,324 0,251 0,227 0,217 0,209 0,205 0,199 0,196 0,181 
T = 305°. 
Minuten ) 1,36 26 62 108 15,8 30 60 120 
f «2x 0,327 0,219 0,207 0,201 0,195 0,191 0,186 0,180 0,171 
ds Minuten 300 2550 2560 8640 
4 a—2 0,162 0,162 9,162 0,161 


Bei 32° werden in den ersten 5 Minuten bereits etwa 
‘0°/, von der Menge aufgenommen, die nach Einstellung des 
on | Gleichgewichtes ausgetauscht ist. Nach 5 Stunden ist das 
™ _ Gleichgewicht schon praktisch erreicht. ‘Trotzdem haben wir 
in den oben beschriebenen Versuchen eine liingere Reaktions- 
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dauer von 30—40 Stunden eingehalten. Die beiden letzten 
Versuche der Tab. 5 zeigen iibrigens, daB auch eine wesent. 
liche langere Reaktionsdauer (144 Stunden) keinen Einflu8 au{ 
das Gleichgewicht hat. 

Bezeichnet man als Reaktionsgeschwindigkeiten k7, und i, 
die reziproken Werte der Zeiten, die zu dem gleichen Umsatz 
bei den Temperaturen 7, und 7’, bendtigt werden, so 1aBt sich 
der KinfluB der Temperatur durch die Formel 

T, = 7, 
Ky, = Ky, -Q 10 
darstellen. @ bedeutet hierbei den Temperaturkoeffizienten 
der Reaktionsgeschwindigkeit pro 10° Temperaturdifferenz. Er 
betriigt fiir den Austausch des Arginins gegen Natrium im 
Natriumpermutit Q = 1,8. 


Konkurrenzversuche zwischen Arginin und Ornithin. 


In diesen Versuchen wurde das Verhalten des Natrium-. 
permutits gegeniiber zwei Basen gepriift, indem er mit wechseln- 
den Mengen Arginin- und Ornithin-monohydrochlorid zugleich 
in Reaktion gebracht wurde. Die Konzentration der Basen 
ergab sich aus dem Gesamtstickstoff der Lésung und der 
Fiallung des Arginins als Flavianat. Die Differenz von Arginin- 
stickstoff gegeniiber Gesamtstickstoff entspricht dem Ornithin- 
stickstoff. Die Werte wurden auBerdem noch durch be- 
stimmung des freien Aminostickstoffs nach van Slyke kon- 
trolliert. Meist wandten wir Arginin und Ornithin in gleichen 
molaren Mengen an. Im iibrigen war die Versuchsanordnung 
wie sonst. Nach 30 Stunden Schiittelzeit bei 32° wurde vow 
Permutit abfiltriert und in einem aliquoten Teil wurden die 
Endkonzentrationen bestimmt. In der Tab. 6 ist x auch in 
Prozenten der Menge angegeben, die aufgenommen wiirde, went 
die Basen unter gleichen Bedingungen allein mit dem Permutit 
geschiittelt werden. 

Wie bereits im allgemeinen Teil erwihnt, wird vor allem 
Ornithin vom Permutit aufgenommen, Arginin reagiert nur 1 
geringem MaBe. Behandelt man ein Gemisch von Arginiu 
und Ornithin mit Permutit und extrahiert nachher den Permutit 
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Tabelle 6. 





Na-Permutit Ornithin Arginin 
g b a | 2 | w, a | x | x °/, 
1 1 2,582 | 3,472 0,109 | 82 | 3,270 | 0,032 | 13 


2 4 10,828 | 8,472 0,211 | 58 | 3,270 | 0,125 | 
3 | 10 | 25,820 | 3,472 0,490 | 61 | 3,270 | 0,305 | 32 
4 10 | 25,820 | 0,990 0,481 86 | 0,936 | 0,140 | 28 


5 9 | 23,238 | 1,153 | 0,550 | 98 | 0,682 | 0,095 | 23 


9)» 
a ot 











mit Ammonchlorid, so erhilt man eine Lisung, in der das 
Ornithin gegeniiber der Ausgangslésung stark angereichert ist. 


Austausch Natrium—Clupein. 


Die Konzentration des Clupeins geben wir in diesen Ver- 
suchen in ccm n-Salzsiure an, die bei der Kjeldahlbestimmung 
verbraucht wurden. In der Tab. 7 sind die Ergebnisse zu- 
sammengestellt. 























Tabelle 7. 
es Na-Permutit ‘ . q ives ™ _#_) 
7 b ecm n-HC] 6 S\a—a | 
7 } 
276 | 7,746 5,334 2,629 0,2887 —0,0121 
280 6 15,492 5,334 4,794 0,3489 +0,9484 
281 3 7,746 2,667 2,331 0,3659 + 0,8417 


Anwendung der Permutit-Fraktionierung auf ein 
Pepsinhydrolysat der Gelatine. 


Bearbeitet von A. von Putzer-Reybegg. 

500 g Gelatine wurden in 6 Liter Wasser und 10 ccm 
6,05 n-Salzsiure gelést, mit 50 g Pepsin in Lamellen (Merck) 
versetzt und bei 37° unter Toluol verdaut. Der Fortgang der 
Verdauung wurde durch Bestimmung der freien Aminogruppen 
mit der Formoltitration verfolgt. Am 3. Tag stand die Ver- 
dauung still und wurde durch Zusatz von neuem Ferment 
wieder in Gang gebracht. Nach 9 Tagen war sie beendet, 
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d. h. auch auf neuen Fermentzusatz trat keine weitere Spaltung 
mehr ein. Der freie Aminostickstoff war von 3,06 auf 5,86°) 
vom Gesamtstickstoff angestiegen. Der Zuwachs betrigt also 
2,8 freie Aminogruppen auf 100 Atome Stickstoff, ein Wert, 
der mit friiheren Befunden gut iibereinstimmt.’) 

Aus der Verdauungsfliissigkeit wurde die Salzsiiure durch 
Schiitteln mit Silberoxyd entfernt und aus dem Filtrat vom 
Chlorsilber das iiberschiissige Silber durch Schwefelwasserstof,, 
Das klare Filtrat vom Schwefelsilber wurde auf dem Wasser- 
bad auf 70° erwirmt, um das Ferment, soweit es nicht durch 
die Niederschlige mitgerissen worden war, zu koagulieren. Die 
Fliissigkeit reagierte nun schwach sauer, ihr p,, war 6,7. Nach 
Whitehorn erschwert die saure Reaktion den Austausch der 
organischen Basen gegen das Natrium im Permutit erst dann, 
wenn sie unter p,, 6,6 liegt. Wir haben keine Korrektur der 
Reaktion vorgenommen, da sie nach der ersten Behandlung 
mit Permutit durch das austretende Natrium nach der alki- 
lischen Seite hin verschoben wird. 

Diese Lisung wurde nun durch sechs lange Rohren, die 
mit je 50 g Permutit beschickt waren, filtriert. Die Filtration 
wurde mit jeweils neuem Permutit so oft wiederholt, bis keine 
stickstoffhaltigen Substanzen mehr aufgenommen wurden. Die 
Aufnahme ergab sich aus der Abnahme des Stickstoffs in den 
Filtraten. Nach der 8. Filtration wurde vom Permutit so gut 
wie nichts mehr aufgenommen. Die Permutitportionen wurden 
nach der Filtration regelmiibig mit Wasser ausgewaschen, 
Filtrat und Waschwasser vereinigt, die Reaktion durch Zusatz 
von Salzsiure auf neutral gebracht und die Fliissigkeit im 
Vakuum bei 60° Badtemperatur auf das urspriingliche Volumen 
eingedampft. Von 58,7 g Gesamtstickstoff wurden 11,7 g, also 
rund 20°/, in den Permutit aufgenommen. In den ersten 
beiden Fallen wurden die aufgenommenen Peptone durch ge- 
siittigte Kaliumchloridlésung extrahiert und aus dem Extrakt 
mit Phosphorwolframsiure gefillt. Die Phosphorwolframate 
wurden in Methylalkohol suspendiert und mit Baryt zerlegt. 
In den spiiteren Filtrationen extrahierten wir den Permutit 
mit 10°/,igem wiiBrigem Ammoniak, und zwar so oft, bis der 
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Kxtrakt keine Biuretreaktion mehr gab. Die ammoniakalischen 
Extrakte wurden jeweils sofort in das gleiche Volumen 96°/, igen 
Alkohols filtriert um die alkalische Reaktion abzuschwiichen. 
Die vereinigten, mit Alkohol versetzten Extrakte wurden im 
Vakuum unter mehrmaligem Zusatz von neuem Alkohol aut 
ein kleines Volumen eingeengt und mit Alkohol und Ather 


cefillt. Die Niederschlage wurden wieder in Kisessig gelést 
and daraus durch Alkohol—Ather abgeschieden. Auf diese 
Weise wurden die Peptone in Form feiner, weiBer, teilweise 
etwas hygroskopischer Pulver gewonnen. Der Kalium- bzw. 
Ammoniumpermutit wurde durch mehrmaliges Turbinieren mit 
cesittigter Kochsalzlésung in Natriumpermutit zuriickverwandelt. 

Die einzelnen Fraktionen, die nach jeder Filtration aus 
dem Permutit extrahiert werden konnten, wurden zuniichst 
cetrennt verarbeitet. Als erstes Kennzeichen zu ihrer Charak- 
terisierung diente der Gehalt an freiem Aminostickstoff. War 
er bei Fraktionen aus aufeinanderfolgenden Filtrationen gleich 
croB, so wurden sie vereinigt. Danach blieben noch fiinf ver- 
schiedene Fraktionen iibrig, die allerdings noch nicht einheit- 
lichen Kérpern entsprechen; es war zwar nicht médglich, sie 
mit Hilfe der Silber—Barytmethode noch weiter zu zerlegen. 
Wie die nachfolgende Zusammenstellung zeigt, unterscheiden 
sie sich auBer durch den freien Aminostickstoff noch durch 
den Gehalt an den Hexonbasen, vor allem Histidin. Es er- 
scheint also méglich, durch den Permutit eine gewisse Frak- 








Tabelle 8. 
Verteilung des Stickstoffs in den vom Permutit aufgenommenen 
Fraktionen. 
Mono- — Hiatid; 
Fraktion | NH,-N | Basen-N | amino- — oo 2 eles 
- N N 
siuren-N 
l 1 10,3 89,7 6,3 0 4,0 
2 9,8 14,6 85,4 4,6 4.2 5,8 
3 10,6 27,8 72,2 11,2 0 16.8 
4 9,1 19,0 81,0 8,0 4,6 6,4 
5 23,3 7 3,5 8,7 
































tionierung herbeizufiihren, was bereits nach den Konkurrenz. 
versuchen mit Gemischen von Arginin und Ornithin sich er- 
warten lieB. 

Die Zahlen fiir Basenstickstoff bedeuten den mit Phosphor- 
wolframsiure fallbaren Stickstoff; die Differenz gegeniiber dem 
(sesamtstickstoff ergibt den Monoaminosiurestickstoff. Aus 
der Lisung der Basen wurden Arginin und Histidin in be. 
kannter Weise als Silbersalze gefillt. Der Lysinstickstoff 
wurde aus der Differenz zwischen Basenstickstoff und Arginin- 
und Histidinstickstoff berechnet. 


Bei der mathematischen Auswertung der Versuche hat 
uns Professor Fajans in liebenswiirdigster Weise beraten. 
Wir mdéchten ihm auch an dieser Stelle unseren Dank aus- 
sprechen. 
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Uber den Cholesteringehalt der menschlichen Darmwand. 


Von 


M. Biirger und H. D. Oeter. 


(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Kiel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1929.) 


Nach der bisher fast allgemein angenommenen Auffassung, 
ist der Hauptausscheidungsort fiir das Cholesterin die Leber 
‘Birger: Der Cholesterinhaushalt beim Menschen).') Andere 
Ausscheidungsorte, wie z. B. die Haut, spielen daneben nur 
eine untergeordnete Rolle. Nur bei der stillenden Frau werden 
erhebliche Mengen Cholesterin durch die Brustdriisen mit der 
Milch nach auBen abgegeben. 

Diese Anschauung iiber die Physiologie der Cholesterin- 
ausscheidung ist durch neuere Untersuchungen Sperrys°*) 
stark erschittert worden. Sperrys Gedankengang ist folgender: 

Wenn die Galle die Hauptquelle fiir die Kotsterine dar- 
stellt, muB das Ableiten der Galle nach aufen durch Chole- 
dochusdrainage oder Drainage der Gallenblase mit gleich- 
zeitiger Unterbindung des Choledochus den Gallenanteil der 
Kotsterine zum Verschwinden bringen. Die auf diese Fragen 
gerichteten Untersuchungen an Hunden hatten nun das iiber- 
raschende Ergebnis, daB die Gesamtsterine des Kotes nicht 
ab- sondern zunahmen. Als Quelle fiir die Kotsterine scheidet 
also nach Sperry die Galle aus. Es bleiben, abgesehen von 
den nicht resorbierten Nahrungssterinen, dem Sterin aus zer- 
fallenen Darmepithelien besonders die Sterine, die ihre Quellen 


') Ergebnisse d. inn. Med. u. Kinderhlkd. Bd. 34 (1928). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 68, S. 357 (1925); Bd. 71, S. 371 (1927). 
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aus einer exkretorischen Darmfunktion fir Blutsterine her. — jes 
leiten, iibrig. Bal 
Stiitzen fiir diese revolutionierende Anschauung Sperrys 


iiber die Cholesterinausscheidung brachte eine Arbeit vor - 
Beumer und Hepner.) Diese Autoren fanden bei Hunden § sti 
die mit sterinreicher Nahrung gefiittert wurden, ein Absinken Er 
des Cholesteringehaltes im Chymus vom Duodenum abwirts ou 
bis zum Ileum und einen erneuten kontinuierlichen Anstieg - 
im Darminhalt des Dickdarmes. Pp, 
Wenn die Auffassung Sperrys zu recht besteht, muBdas FF Ww 
Cholesterin auf seinem Ausscheidungswege durch die Darmwand ge 
durch Analyse zu fassen sein. Die dahingehende Aufgabe vor. wee 
liegender Arbeit ist es nun festzustellen, ob und welche Unter- i 
schiede im Cholesteringehalt der verschiedenen Wandabschnitte 
des Darmes sich zeigen. Wenn wirklich wesentliche Mengen 
von Cholesterin durch den Dickdarm ausgeschieden werden, 
so sind an dieser Stelle héhere Werte zu erwarten, als an 
anderen an der Ausscheidung nicht beteiligten Abschnitten all 
des Darmes. hé 
Methodisches Vorgehen. ie 
Das Material wurde folgendermaben gewonnen: Die unteren zwei ? 
Drittel des Oesophagus, 10—15 cm vom Duodenum bzw. vom Jejunun 
in der Gegend der Flexura duodeno-jejunalis, 30—40 em vom untersten Be 
[ileum und 15—25 cm vom Colon descendens bzw. Sigmoideum werden J au 
an stets gleichen Stellen etwa 24 Stunden post exitum entnommen. Mit we 
peinlichster Sorgfalt werden Mesenterium, gréBere GefiiBe und Appen- da 
dices epiploicae abpripariert und der Darm aufgeschlitzt. Der Darw- 
inhalt wird mit physiologischer Kochsalzlésung unter  sorgfiltiger ™ 
Schonung der Schleimhaut abgespiilt, die Darmstiicke sodann mit der 
Schleimhaut nach oben auf einem Brett ausgebreitet und 5—10 Minuten ha 
zum Abtropfen der Waschfliissigkeit stehen gelassen. Um vergleichbare M 
Resultate zu gewinnen, werden alle gefundene Werte auf die Trocken- fli 
substanz bezogen. Zur Bestimmung des Gehaltes an Trockensubstanz ; 
werden an verschiedenen Stellen schmale, die ganze Circumferenz der - 
Darmwand umfassende Streifen entnommen, in Trockenschiffchen iiber- sO 
gefiihrt und gewogen. Die Trocknung erfolgt in Trockenpistolen unter Al 
einem Vakuum von 8—10 mm Hg stufenweise iiber Chloroform (Siede- un 
punkt 61°), Wasser (Siedep. 100°) und Toluol (Siedep. 110°) bis zw H 


1) Zs. ges. exp. Med. (Jahrg. 1929). 
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ieweiligen Gewichtskonstanz. Die Trockenpistolen sind mit Phosphor- 
siureanhydrit beschickt. 

Das auf Cholesterin zu untersuchende Darmmaterial wird in Mengen 
yon 15—50 g feucht gewogen und in Rundkolben von 300 cem mit der 
gleichen Gewichtsmenge 30°/,iger Kalilauge hydrolysiert. Die voll- 
stiindige Auflésung des Gewebes ist in der Regel nach 4—6 stiindiger 
Erwirmung auf 90° im Wasserbad erreicht. Die so gewonnene stark 
alkalische Lésung wird mit Salzsiiure gegen Phenolphthalein neutrali- 
siert, mit viel Wasser in groBe Schiitteltrichter gebracht und mit kleinen 
Mengen Chloroform quantitativ ausgeschiittelt (Kontrolle durch die 
3urchard-Liebermannsche Probe). Das Chloroform wird auf dem 
Wasserbade abgedampft, der Riickstand mit heiBem Alkohol auf- 
genommen und filtriert. Aus dem klaren Filtrat wird das Cholesterin 
nach Windaus mit Digitonin gefillt, getrocknet und gewogen. Die 
cewonnene Menge ergibt nach Division durch 4 den Cholesterinwert 
des verarbeiteten Materials. 


Die gefundenen Werte sind in ‘l'ab. I zusammengestellt. 

Man erkenut aus den Zahlen folgendes: 

Im Oesophagus und im Jleum liegen die Werte im 
allgemeinen niedriger als im Duodenum und Sigmoid. Die 
héchsten Werte werden im Sigmoid gefunden. Das lehrt so- 
wohl die Retrachtung der Einzelwerte, wie auch der allerdings 
mit Vorsicht zu beurteilende Mittelwert. 

Stellt man den aus den Untersuchungen des Sigmoids 
gefundenen Mittelwert (646 mg-°/, der Trockensubstanz) dem 
aus 36 Analysen der iibrigen Darmabschnitte errechneten Mittel- 
wert (383 mg-°/, der Trockensubstanz) gegeniiber, so resultiert 
daraus deutlich, daB das Sigmoid wesentlich mehr Cholesterin 
enthilt als alle anderen Abschnitte des Verdauungskanals. 

Die Tatsache, daB die Werte im Duodenum im allgemeinen 
hdher liegen als im Oesophagus und Ieum ist verstindlich: 
MuB man doch annehmen, daB das mit der Galle ins Duodenum 
flieBende und vielleicht auch das Cholesterin der Nahrung in 
(en oberen Dinndarmabschnitten resorbiert wird. Die Re- 
sorption ist in dem untersten Abschnitt des Ileums, der zur 
Analyse herangezogen wurde, im wesentlichen abgeschlossen, 
und daher liegen hier die Werte wieder niedriger. Die im 
Sigmoid gefundenen Gipfelwerte sind dann am leichtesten zu 
verstehen, wenn man annimmt, daB neben dem der Zelle 
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100 ¢"Prockensubstanz enth. mg Cholesterin 
Oesopha- Duode- 
gus num 


schlecht Ileum Sigmoid 


miinnlich Osteomyelitis des rechten Gesichtsschidels, 
Teratom des linken Hodens .... . 


Krupése Pneumonie d. rechten Lunge; Grippe 


99 
weiblich Lungen-Tbe. im linken Unterlappen; Miliar- 
aussaat und Basalmeningitis . .. . . 
Uterus im Status post Abortum; Thrombo- 
phlebitis u. Lymphangitis; Lungeninfarkt, 
i ee ee ee 
miinnlich Uriimie; Pericarditis sicca et exsudativa . . 


Tumorknoten in beiden Lungen; Metastasen 
in den Bronchialen und retroperitonealen 
Lymphknoten der Leber. . . . . . . 


9? 


weiblich Mitralinsuffizienz, Myodegeneratio, Pneumonie 


miinnlich Chronische Lungen-Tbe, mit Kaverne im 
rechten Oberlappen. . . ...... 
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fa 
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Chronische Lungen-Tbe. mit frischer Aus- 
saat, beginnende kiisige Pneumonie. . . 


weiblich Lungenembolie; arteriosklerot. Demenz . . 


miinnlich Frostgangriin der Zehen, Mediaverkalkung der 
peripher. Arterien . . ..... 


weiblich Primires Leber-Ca mit Metastasen ... . 


minnlich Magen-Ca mit schwerer Kachexie, keine Me- 
a ee eee ee ee ee ee ee 














Mittelwert mg 
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eigenen (autochthones Cholesterin) noch Transportcholesterin 
vorhanden ist, das hier offenbar den umgekehrten Weg wie im 
Diinndarm geht, nimlich vom Ké6rper in den Darm hinein. 
Wiiren alle Darmabschnitte an der Cholesterinresorption 
heteiligt, so wire es schwer verstindlich, wie der vom Diinn- 
darm abwarts an Fetten immer mehr verarmende Darminhalt 
gerade im Dickdarm zu besonders reichlicher Cholesterin- 
resorption Gelegenheit bieten sollte. Ist doch das Cholesterin 
nach bekannten Erfahrungen auf das Fett als Vehikelsubstanz 
angewiesen. Die vergleichende Analyse des Cholesteringehaltes 
der verschiedenen Darmwandabschnitte hat also in_ iiber- 
zeugender Weise ergeben, daB der Dickdarm am reichsten an 
Sterinen ist. Der Befund bietet fiir die Sperryschen An- 
schauungen iiber die Ausscheidung des Cholesterins eine gute 


Enthalt die Dickdarmwand neben Cholesterin nicht- 
brombindende Sterine (Koprosterin) ? 


Um dem Einwand zu begegnen, daB der hohe Gehalt der 


-TDickdarmwand an Cholesterin nicht eine Folge der Aus- 


scheidung, sondern vielmehr der Resorption sei, wurden folgende 
Untersuchungen angestellt. Nach Biirger und Winterseel’) 
sind gut 50°/, der Kotsterine zu Koprosterin hydriert. Wiirde 
es sich bei dem reichen Gehalt des Dickdarmes ebenso wie 
im Diinndarm um eine Resorption vom Darmlumen her in das 


Blut handeln, so miiBte man unter den Kotsterinen auf ihrem 


Wege durch die Darmwand unbedingt Koprosterin auffinden. 
Handelt es sich aber im Dickdarm lediglich um die Summe 


yon autochthonem Sterin der Darmwandzellen und Kérper- 
' cholesterin, das aur dem Ausscheidungswege durch die Darm- 


wand begriffen ist, so kann eben nur Cholesterin gefunden 


| werden. 


Zur Entscheidung dieser Frage wird das aus dem Dick- 
darm gewonnene Sterin bromiert, und aus dem Bromverlust 


| das Cholesterin errechnet. Im einzelnen wird folgendermaBen 
' verfahren. 





") Diese Zs. Bd. 181, S. 255 (1929). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXXXII. 10 
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Aus den Digitoninniederschligen des Falles 1 und der Faille 2, 3, 
4,5, 9 und 6, 7, 8 wird durch Xylolextraktion das Sterin zuriick. 
gewonnen, gewogen und bromiert. Es zeigt sich, daB von Fraktion | 
95°/,, von Fraktion II 90°/, und von Fraktion III 95°/, der Gesamt. 
sterine als brombindendes Cholesterin vorhanden sind. 


Tabelle II. 


Bromierung des Dickdarmsterins. 








Menge des Davon =, ( 
Fraktion Fall Gesamtsterins | brombindend|des Gesamt. 
Nr. mg mg sterins 
I 1 24,2 23,0 95 
II 2, 3, 4, 5, 9 59,5 53,4 90 
Ill 6, 7, 8 59,5 56,6 95 














/ 
j 


Danach bleiben noch 5—10°/, nicht brombindendes Ster.1 
iibrig. Dieser Befund gab der Vermutung Nahrung, daB sich 
vielleicht kleine Mengen Koprosterin in der Dickdarmwan( 
finden. Um ganz sicher zu gelien, wurde nach einem le- 
sonderen Verfahren Dickdarmschleimhaut sorgfiltig gesiuber: 
und abpriapariert, getrocknet, mit Sand verrieben und in 
Soxhletschen Apparat mit Petrolither extrahiert. Das Extrakt 
wurde abgedampft, der Riickstand mit heiBem Alkohol au 
genommen und filtriert. Aus dem Filtrat wird das Cholester:: 
als Digitonid niedergeschlagen und das Sterin durch Xylol- 
extraktion zuriickgewonnen. Nunmehr wird in der oben be- 


schriebenen Weise die Bromierung des Sterins durchgefiih:t 


Tabelle III. 


Bromierung des Sterins aus isolierter Dickdarmscheimha'' 








oe Ausgangsmenge in g |Cholesterin-| Riick- | Davon 
Nr. an getrockneter digitonid gewonn. brom- 
Schleimhaut in mg Sterin | bindend 
[V 4 186,2 37,0 36,8 
V 8,5 154,0 23,1 23,0 | 99, 
VI 12,1 (4 Fille f{ 6,95 200,6 44,4 44,2 99," 
VII vereinigt) bese 205,6 49,4 49,4 | 1 
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Wird der Bromverlust auf Cholesterin umgerechnet, so er- 
-eben sich die in Tab. III angegebenen Werte, welche zeigen, 
lab das aus der Dickdarmschleimhaut erhaltene Sterin nach 
Jer Brombindung quantitativ Cholesterin darstellt. 

Damit scheint uns sichergestellt, daB unter den Sterinen 
der Dickdarmwand sich kein Koprosterin findet. Der hohe 
steringehalt der Dickdarmwand des Menschen beruht daher 
mit hoher Wabhrscheinlichkeit auf der Ausscheidungsfunktion 
des Dickdarmes fiir Cholesterin. 
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Uber eine eigenartige Stérung des Kohlehydrat-Stoffwechsels, 


Von 


Rudolf Schénheimer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Freiburg i. Br, 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Marz 1929.) 


Nachstehend wird kurz iiber die chemische Untersuchung 
einer bisher unbekannten Stoffwechselstérung berichtet. Ks ist 
am Leichenmaterial natiirlich nicht gelungen, den komplizierte: 
Fall véllig zu klaren. Doch liegen wesentliche Anhaltspunkt: 
vor, da8 es sich um eine Stérung der Fermente handelt, die 
Glykogen abbauen. Die Veréffentlichung bezweckt, die Aut- 
merksamkeit auf analoge Fille zu lenken.?) 

Das Material (Leber, Niere und Blut) verdanke ich der 
Liebenswiirdigkeit von Herrn Prof. vy. Gierke (Karlsruhe), der 
in Zieglers Beitrigen ausfihrlich tiber den morphologischen 
Befund berichten wird.?) Aus Anamnese und Sektionsprotokol! 
sollen hier nur die wesentlichsten Punkte hervorgehoben werden. 

Kind M.H., 9 73/, Jahre, stirbt an Grippe. Bei der Geburt 
angeblich schon aufgetriebener Leib festgestellt. Seit 1924 
groBe Leber sichergestellt, filschlich war auch eine VergréBerung 
der Milz angenommen worden, was zur Diagnose Morbus Bant: 
fiihrte. Stérungen des Kohlehydratstoffwechsels sind klinisc!: 
nicht festgestellt. Diabetes kann ausgeschlossen werden. (Trommer 
und Nylander negativ. Der Harn ist aber leider nicht polarisiert 





*) Herr Dr. Hamper!, Wien, hat mir mikroskopische Priiparate eines 
Falles zugesandt, die die gleichen Veriinderungen aufweisen, wie de! 
vorliegende Fall. 

2) Herrn Prof. v. Gierke sei auch an dieser Stelle mein bester 
Dank gesagt. 





ew 
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worden.) Bei der Sektion fanden sich Leber und Nieren enorm 
vergroBert (Leber 2000 g, Niere r. 120g, 1. 125g), also Gewichte, 
die, was die Leber anbetrifft, gréBer sind als die des normalen 
Erwachsenen. Am Pankreas weder mikroskopisch noch makro- 
skopisch Veranderungen. Die histologische Untersuchung von 
Leber und Niere zeigte neben maBig starker Verfettung enorme 
Ablagerung von Glykogen, die so bedeutend ist, daB sich die 
sroBe Gewichtszunahme fast véllig auf die EKinlagerung dieser 
Substanz zuriickfiihren 1aBt. 

Zur chemischen Untersuchung lag Niere und Leber vor, 
die von der Sektion bis zur Bearbeitung (4 Tage) in gefrorenem 
/ustande gehalten war. 

Die Analyse ergab: 





| Berechnet auf Feuchtsubstanz Berechnet auf Trockensubstanz 





Freier Zucker | Glykogen Freier Zucker | Glykogen _ 


Niere | 0,71°/, 6,53°/, || 3,91, 36,82°/, 
Leber | 1,60 °/, 10,43°/, || 4,95°/, | 33,72°/, 





Die Werte in der Leber entsprechen fast den Maximal- 
werten, die bei Kohlenhydratmast iiberhaupt erzielt werden 
kénnen. In der Niere wiirde eine solche Mast aber niemals 
gelingen. Bei einer Infektionskrankheit, die die Todesursache 
des vorliegenden Falles war, laBt sich sonst auch in der Leber 
kaum Glykogen nachweisen. 

Auch aus dem Gesamtblut lieB sich noch 6 Tage nach 
dem Tode Glykogen (30—40 mg aus 15 ccm) isolieren. (Re- 
(uktion nach Spaltung.) 

Der Grund fiir eine derartige Speicherung des Organismus 
war darin zu vermuten, daB der Abbau gestért war. Dafiir 
konnen 2 Méglichkeiten in Erwihnung gezogen werden: 

1. daB ein Polysaccharid vorliegt, das nicht mit Glykogen 
identisch ist und daher nicht abgebaut werden kann. Dafiir 
fanden sich keine Anhaltspunkte. Das isolierte Glykogen 
enthielt 0,2°/, Asche und zeigte [a]?, = +189,6% Der nach 
Abbau durch 5°/, Schwefelsiure gewonnene krystallisierte 
Zucker erwies sich als reine Glucose. (Drehung, Farbreaktionen, 
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Osazon.) Anwesenheit von Pentosen ist mit Sicherheit aus. 
zuschlieBen. Es wurde ferner der freie Zucker aus Leber und 
Niere isoliert. Auch dieser erwies sich als reine Glucose. 

2. Dagegen liegen Anhaltspunkte vor, daB es sich um eine 
Stérung des fermentativen Glykogenabbaus handelt. Diese 
Frage lieB sich beim vorliegenden Material nur noch im Auto. 
lysenversuch verfolgen. Die Leber war in diesen Versuchen 
tatsichlich nicht imstande, ihr eigenes Glykogen abzubauen. 
Auch nach 6tigiger Dauer wurde innerhalb der Fehlergrenze 
das ganze Glykogen wiedergefunden, wiihrend das aus Leber 
und Niere isolierte Glykogen von allen untersuchten mensch- 
lichen Leichenlebern (5 Versuche) in kiirzester Zeit abgebaut 
wurde. Die betreffenden Lebern waren teilweise genau ebenso vor- 
behandelt worden wie die Glykogen-Leber des Kindes. (3 Tage 
gefroren. 2 Lebern entstammten Kindern, die an Grippe ge- 
storben waren.) 

Es ist mit ziemlicher Sicherheit auszuschlieBen, daB bei 
dem vorliegenden Material durch irgendeinen Eingriff bei der 
Vorbehandlung eine Schiidigung der Fermente stattgefunden 
hat. Vd6llige Sicherheit ist aber erst vorhanden, wenn spiiter 
ein gleiches Material zur Untersuchung kommt. Es scheint. 
daB diese Krankheit nicht allzu selten ist, klinisch aber verkannt 
wird, weil nichts auf eine Stoffwechselstérung hinweist. Ohne 
die eingehende klinische Untersuchung ist aber auch durcli 
spitere Bearbeitung des Leichenmateriales keine véllige Klirung 
zu erzielen. 























Uber Darmerepsin. 
Von 

K. Linderstrem-Lang. 

(Mit 9 Figuren im Text.) 





(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen-Valby.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Mirz 1929.) 


Das Darmerepsin ist schon von vielen Forschern unter- 
sucht und seine physikalische Eigenschaften, seine Spezifitiit 
recht nahe studiert worden. Es war deshalb kaum zu er- 
warten, daB eine Untersuchung der Wirkungen dieses Enzyms 
gegeniiber so einfachen Dipeptiden als Glycylglycin und Leucy]- 
glycin neue Tatsachen von allgemeinerem Charakter an den 
Tag bringen kénnte. Trotzdem haben wenig komplizierte Ver- 
suche gezeigt, daB das Verhiltnis der Geschwindigkeiten, mit 
welchen das Darmerepsin die oben genannten Dipeptide zu 
spalten vermag, mit den Aufbewahrungs- und Darstellungs- 
bedingungen, zwischen so weiten Grenzen variiert, daB man 
mit wenigstens zwei unabhiingigen enzymatischen Tiatigkeiten 
von ereptischem Charakter zu rechnen hat. Eine véllig quan- 
titative Feststellung des Unterschiedes zwischen beiden Tatig- 
keiten wurde bisher nicht angestrebt. Sie wird dadurch er- 
schwert, daB die Aktivitits-p,-Kurven sich stark tiberlagern, 
was auf eine nahe Verwandtschaft der aktiven Gruppen zu 
schlieBen erlaubt. Die folgenden Angaben kénnen doch als 
wahrscheinlich angesehen werden: 

Das hydrolytische Spaltungsvermégen des Darmerepsins 
gegeniiber Glycylglycin und Leucylglycin setzt sich aus zwei 
enzymatischen Wirkungen zusammen. Die eine — Dipepti- 
dase I genannt — hat ihr p,-Optimum bei p,, 7,3 und hydro- 
lysiert Glycylglycin und Leucylglycin mit etwa derselben Ge- 
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schwindigkeit. Sie ist sehr unbestaindig in waBriger Lisung 
und selbst in 53°/, Glycerin bei — 10° wird sie ziemlich rasc) 
zerstort. Die andere — Dipeptidase II —— spaltet maximal 
bei p,, etwa 8,1 und zwar Leucylglycin etwa 20 mal schneller 
als Glycylglycin. Sie ist viel bestiindiger und halt sich sellst 
in wiBriger Loésung ziemlich gut im Hisraum. 

Ein deutlicher Unterschied der beiden Tatigkeiten zeigen 
auch Versuche iiber den Reaktionsverlauf Die Unbestindig. 
keit der Peptidase I und vielleicht auch eine gréBere Hemmung 
dieses Enzyms durch entstandene Reaktionsprodukte ver. 
ursachen eine mit der Zeit stark abnehmende Spaltunes. 
geschwindigkeit, ein Phinomen das nicht mit der Wirkung 
der Peptidase II verkniipft ist. 

Die Frage, ob hier zwei trennbare Enzyme oder etwa 
zwei Aktivatoren und ein Enzym, oder ein Co-Enzym vor- 
liegen, laBt sich nicht sicher beantworten; es ist zwar ge- 
lungen, durch fraktionierte Extraktion und durch Adsorption 
an Al(OH), das Verhiltnis der Spaltungsgeschwindigkeit gegen- 
iiber Glycylglycin und Leucylglycin erheblich zu verschieben 
(etwa 100°/,), aber die Ahnlichkeit der beiden Enzyme macht 
die T'rennung sehr schwierig und ihre Unbestindigkeit ver- 
wischt die Unzweideutigkeit der Versuche. Indessen scheint 
mir die Frage nicht von augenblicklichem Interesse. Gegeu 
die speziell von der Willstatterschen Schule vertretene An- 
schauung, daB die Trennung der Enzyme der einzige ent- 
scheidende Beweis fiir die Nichteinheitlichkeit eines Enzym- 
priiparates sei, und daB die separative Inaktivierung der Enzyme 
iiberhaupt nichts bedeutet, liBt sich mit Recht hervorheben, 
daB es nach der modernen Theorie der Enzyme als aktive 
Gruppen an kolloidalen Tragern gebunden eigentlich zufallig 
scheint, ob zwei verschiedene aktive Gruppen (Enzyme im 
engeren Sinne) an demselben kolloidalen Trager oder aber au 
zwei verschiedenen gebunden sind. Die Hauptsache ist, dab 
es sich hier um zwei verschiedene artspezifische Wirkungen 
handelt. 

Die Bedeutung dieses Befundes ist vorliufig — als keine 
tiefgehende Spezifitaitsuntersuchungen gemacht sind — weseut- 
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lich von praktischer Art. Er macht die schon vorhandenen 
Spezifitatsuntersuchungen itiber Darmerepsin, wenn nicht be- 
deutungslos, so doch schwer kontrollierbar und warnt vor Auf- 
stellung von Theorien der Peptidasewirkung, bevor das Enzym- 
material sehr genau aufgeteilt und gereinigt ist. 

Fortgesetzte Versuche iiber die Trennung und den Spezi- 
itiitsbereich der Peptidase I und II werden auch auf andere 
mégliche Enzymkomponenten des Erepsins Riicksicht nehmen. 
Man wird dabei das andere Darmenzym Trypsin heranziehen 
und es abnlichen Experimenten unterwerfen. Der Verfasser 
ist der Ansicht, daB viele von den als einheitlich angesehenen 
proteolytischen Enzymen tatsichlich Mischungen sind, und dab 
Berechnungen der Dissoziationskonstanten, Affinitiiten der 
Enzyme vorlaufig véllig belanglos sind. 


Experimenteller Teil. 


A. Darstellung der verwendeten Enzymlosungen. 


1. Wasserauszug von ,,Roskilde III“. Dargestellt 3.1. 1929 
und wahrend der ganzen Versuchsperiode bei +1° aufbewahrt. 
Wasserauszug I genannt. 

5 g ,,Roskilde III“ — ein Trockenpriparat, dargestellt aus Darm- 
schleimhaut von Schweinen durch Trocknen mit Aceton und Ather wie 
vel der Enterokinasedarstellung nach Waldschmidt-Leitz') — wurden 
iit 100 cem Wasser bei 18° eine Viertelstunde geschiittelt, dann im 
Kisraum auf den Filter gebracht. Das nach 2 Tagen durchgelaufene 
Filtrat wurde als Wasserauszug I gebraucht. 


2. Wasserauszug von ,,Roskilde III“. Dargestellt 3.2. 1929. 
Wahrend der Versuchsperiode bei +1° aufbewahrt. . Wasser- 
auszug II genannt. 

8 g ,,Roskilde III‘ mit 100 cem Wasser bei 18° aufgeschiittelt. Bei 
+1° filtriert und das Filtrat noch 1 Tag als Wasserauszug II auf- 
bewahrt. 

3. Glycerinauszug von ,,Roskilde III“. Dargestellt 2. 2. 
1929. Glycerinauszug I genannt. 

8g ,,Roskilde III‘ mit 100 cem 53°/, Glycerinwasser 2 Stunden 
ceschiittelt. Bei Zimmertemperatur filtriert. Das nach 24 Stunden durch- 
celaufene Filtrat wurde gebraucht. 


*) Diese Zs. Bd. 142, S. 217 (1924). 











154 K, Linderstrom-Lang, 


4, Glycerinauszug von frischen Schleimhiuten. Dargestellt 
30. 1. 1929. Im Eisraum aufbewabhrt (vgl. unten). Glycerin- 
auszug II genannt. 

Der Schleimhaut von etwa 12 Diarmen mischte man das 
doppelte Volumen 88°/, Glycerin zu. Nach 8 Stunden wurde die 
Mischung auf den Filter gegeben und in den Eisraum bei 0° gestellt. 
Da die Filtrierung sehr langsam geschah, wurde der Trichter bis 8. 2. 
1929 nicht entfernt, und die in der Periode zwischen 30. 1.—8. 2. aus. 
gefiihrten Versuche sind deshalb mit einem variablen Produkt aus. 
gefiihrt: mit dem sich stetig anhiufenden Filtrat (vgl. spiiter). 8. 2. wurde 
der Trichter entfernt und das Filtrat in einem Kihlraum bei — 10 
wiihrend der Versuchsperiode aufbewahrt. 

5. Glycerinauszug von Pankreas. Dargestellt Marz 1927, 
Im Kiihlraum bei — 10° aufbewahrt. Pankreasauszug ge 
nannt. 

Dargestellt nach den Vorschriften Willstitters.') 


B. Ausfihrung der Spaltungsversuche. 


Die Peptidasespaltung wurde durch Bestimmung der ge- 
bildeten Carboxylgruppen verfolgt (Foreman?) Willstitter 
und Waldschmidt-Leitz.’) Die Versuche wurden in folgen- 
der Weise ausgefihrt. 5 ccm Stammlésung von Glycylglycin 
und Leucylglycin 4) (0,2 Mol Dipeptid, 0,25 Mol Ammoniun- 
chlorid und 0,15 Mol Ammoniak pro Liter enthaltend und von 
einem p,, etwa gleich 8, bei 40° gemessen (vgl. spiiter)) wurden 
in einem kleinen mit Gummistépsel versehenen Reagenzglas 
mit 3,0ccm Wasser, (Essigsiiure oder Ammoniak (und Glycerin, 
vgl. spiiter) enthaltend je nach dem gewiinschten p,,), gemischt 
und in einem Thermostaten auf 40° gebracht. 2 ccm einer 
zweckmiibig verdiinnten Enzymlésung (die, um Zerstérung des 
Enzyms zu vermeiden, nur bis Zimmertemperatur vorgewirmt 
war) lie8 man auf einem bestimmten Zeitpunkt, der mit einer 
Sekundenuhr genau festgestellt wurde, zulaufen und schiittelte 





') Diese Zs. Bd. 182, S. 181 (1923/1924). 

*) Biochem. Jl. Bd. 14, S. 451 (1920). 

5) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 

‘) Dargestellt nach wohlbekannten Methoden und auf Carboxy!-, 
NH,-Gruppen und Total-N gepriift. 
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die so gebildeten 10 ccm Reaktionsgemisch gut wiihrend 
8() Sekunden. Wihrend der nichsten 30 Sekunden saugte man 
die Lésung in eine gute 2ccm Pipette auf, lieB sie genau 
1 Minute nach dem Enzymzusatz in ein 50 ccm Titrierkélbchen, 
30 com 96°/,igen Alkohol enthaltend, auslaufen, schiittelte gut 
und setzte das Reagenzglas in den Thermostaten bei 40° zu- 
riick. Nach dem Verlauf der gewiinschten Zeiten wurden 
2ccm Proben mit derselben Pipette (mit etwa 0,5 ccm Ver- 
suchslésung gespiilt) in derselben Weise ausgenommen und wie 
vorher mit 80 ccm Alkohol sistiert. Die 10 ccm Versuchs- 
lisung geniigten fiir 4 Proben. In Fallen wo nur 2 Proben 
erforderlich waren, stellte man nur 5 ccm Versuchslisung dar, 
verfuhr aber in iihnlicher Weise. Die Glycerinkonzentration 
der Verdauungsfliissigkeiten war immer etwa 5°/, indem 
man in den Versuchsreihen mit wiBrigen Ausziigen Glycerin 
zufiigte. 

Die Alkohollésungen mit 0,5 com 0,5°/ iger Thymol- 
phthaleinlésung versetzt, wurden jetzt mit etwa n/20-alkoho- 
lischer Kalilauge titriert und zwar so schnell wie méglich nach 
der Sistierung, weil speziell die Glycylglycinlésungen zur 
Krystallisation geneigt waren. Verwendet wurde eine mit 
Kapillarauslaufsrohr und Lupe versehene Mikrobiirette, die in 
1, ccm eingeteilt war. Wenn sorgfiltig ausgefiihrt, gab die 
Bestimmung gut zusammenfallende Resultate. Der Fehler 
kann auf 0,01—0,02 ccm geschatzt werden. Auf die ermittelten 
Zuwichse der Carboxylgruppen wurden kleine, graphisch ge- 
fundene Korrektionen fiir dic Spaltung wahrend der ersten 
Minute nach dem Enzymzusatz angebracht. Sie betrugen 
zwischen 0 und 0,06 ccm n/20-KOH. 


C. Kontrollversuche iiber Selbstverdauung der Enzymlosungen. 


In einigen Fallen wurde die Selbstverdauung bei Ab- 
wesenheit der Substrate unter Bedingungen, welche so weit 
wie méglich die der eigentlichen Versuche entsprachen, unter- 
sucht. Es wurden aber nie Zuwichse gréBer als 0,04 ccm 
1/20-KOH entsprechend beobachtet. Da die Korrektion doch 
uusicher bleibt, wird von dieser Fehlerquelle abgesehen. Bei 
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langeren Versuchszeiten und mit weniger spaltbaren Substraten 
wird sie doch eine bedeutende Rolle spielen kénnen. 


D. Bestimmung der Wasserstoffionenaktivitat und Kontroll- 
versuche tiber ihre Anderung wahrend der Spaltung. 


p,, wurde bei 40° colorimetrisch ermittelt. Sowohl die 
Reagenzgliser mit Standardlésungen als die mit Versuchs- 
lésung waren im Thermostaten eingesenkt}); hinter den Glisern 
wurde eine mit Mattglas bedeckte ,,Tageslichtlampe“ an- 
gebracht, und der Thermostat war vor den Glasern mit einem 
Fenster versehen. Die Versuchsanordnung erlaubte die P,-Ande- 
rungen wihrend der Verdauung zu bestimmen. Fig. 1 mit 
Tab. 1 zeigt die Resultate einer Versuchsreihe. Als Abszissen 
sind die Verdauungszeiten, als Ordinaten die p,,-Werte ein- 
getragen. p,, wurde, wie friher erwihnt, mittels Essigsiure 
und Ammoniak eingestellt (vgl. Tab. 1). Die Versuchsreile 
wurde mit Glycerinauszug IJ] vorgenommen, 1 ccm in 10 ccm 
Versuchslésung (cz, = 0,1, vgl. spiter). 


Tabelle 1. 


Zusammensetzung der den mit Buchstaben bezeichneten Kurven ‘1 
Fig. 1 entsprechenden Versuchslésungen. ‘Totalvolumen iiberall 5 cc. 








Bezeichnung | ccm Substrat- ecm n/1-Essig- eem n/1-Ammo- 
in Fig. 1 Stammlésung siure niak 
A 2,5 0,363 0,000 
B 2,5 0,288 0,000 
C 2,5 0,240 0,000 
D 2,5 0,115 0,000 
E 2.5 0,060 0,000 
F 2.5 0,000 0,000 
G 2,5 0,000 0,043 
H 2.5 0,000 0,258 
I 2,5 0,000 0,648 











Die Genauigkeit der p,-Messung kann auf 0,05—0,1 ge- 
schatzt werden. 





') Selbstverstindlich hat man hier mit den py-Werten der Standar¢ 
lésungen bei 40° zu rechnen. 
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Fig. 1 zeigt, daB p,, wihrend der Spaltung oft recht er- 
heblich ansteigt (worauf schon Dernby!') aufmerksam gemacht 
hat), und daB man deshalb bei jeder Berechnung der Reaktions- 
kinetik vorsichtig sein muB. Da Glycerinauszug II indessen 
sehr enzymreich war und die Spaltung deshalb als maximal 
betrachtet werden konnte, schienen mir die Anderungen nicht 
von solcher Bedeutung, daB eine EKinfiihrung von Phosphaten 
als Puffer fiir den p,-Bereich 6—7,5 als zweckmaBig zu be- 

















Fig. 1. 
».,-Anderungen der Verdauungsfiissigkeit wahrend der Versuchsperiode. Glycerinauszug II, 





cy = 0,1, ——— Leucylglycin als Substrat. Glycylglycin als Substrat. 
Uber die Bezeichnungen siehe Tabelle 1. 


trachten war, und das p,, wurde deshalb iiberall in dieser 
Arbeit mit Essigsiure und Ammoniak eingestellt. Ich werde 
spiter Gelegenheit haben, die Bedeutung der p,,-Variationen 
fir die p,-Kurven der Verdauung niaher zu beleuchten. 


E. Die Versuchsergebnisse. 


1. Bezeichnungen. 


In dieser Arbeit wird mit c, die Anzahl der Kubikzentimeter 
Enzymlésung pro Kubikzentimeter Verdauungsfliissigkeit be- 


1) Biochem. Zs. Bd. 81, S. 107 (1917). 
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zeichnet. ¢ bedeutet die Versuchszeit in Minuten, x der ent. 
sprechende Carboxylzuwachs in ccm n/20-KOH pro 2 ccm 
Verdauungsfliissigkeit ausgedriickt. Hierbei ist zu erinnern, 
daB eine vollige Spaltung dieser Substratmenge einem Zuwachs 
von 4 ccm n/20-KOH entspricht. Die prozentische Spaltung 
wird deshalb durch Division von x mit 0,04 erhalten. 
Ferner lassen wir zg und 2, die bei dem Anfangs-p, 
8 + 0,05 mit Glycylglycin bzw. Leucylglycin erhaltenen Zu. 
wachse, und | das Verhiltnis dieser GréBen nach der 
War DE: 
Zeit ¢ bedeuten. 
k,, und k, sind die nach der Gleichung 
“a 1 4,00 
Ht) kh = — log 4,00 —2 
fiir die Glycylglycin- bzw. die Leucylglycinspaltung berechneten 
ka 
Reaktionskonstanten. ra ist der Quotient dieser Groen 
Lit 
nach dem Verlauf von ¢ Minuten. (p,, = 8 + 0,05). 


2. Einleitende Experimente. 


Im Gegensatz zu Angaben von Waldschmidt- Leitz : 
und Schaffner?) hatte der Verfasser gefunden, daB wibrige 
Ausziige eines Trockenpriparates aus Darmschleimhaut (Ros- 
kilde III, vgl. S. 153) Leucylglycin sehr stark zu spalten ver- 
mochten, und er muBte daraus schlieBen, daB ihr Erepsin- 
gehalt sehr groB war. Trotzdem war die Spaltung des Glycy!- 
glycins nur gering, was sich wieder mit den vergleichenden 
Versuchen von Waldschmidt-Leitz und Schaffner nur 
schlecht vereinen lieB. Diese Forscher fanden nimlich, dat 
das Verhiltnis k;/k, in Darm und Pankreas etwa dasselbe 
0,0013 


0,0018 
such abweichende Werte gefunden, aber die Verfasser deutete: 


dies als Versuchsfehler. Zum Vergleich wird man in Tab. - 
einen kleinen Versuch mit einem Wasserauszug aus Darm- 
pulver aufgefiihrt finden. 


war und gleich = (),7. Freilich wurden in einem Ver- 





') Diese Zs. Bd. 151, 8, 31 (1926). 





eu 
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Tabelle 2. 


Spaltung von Glycylglycin und Leucylglycin mit Wasserauszug I. 
1.2. 1929. py =8 + 0,05. ¢, = 0,2. 40° 





, t x —_— 
ae Min. ccm n/20-KOH ‘ ha lh 


30 0,06 0,0002 














Glycylglyein 60 0,09 0,0002 - 
b 
Leucylglycin 60 1,58 0,0036 


Da Wasserauszug I 1 Monat alt war, lag es sehr nahe 
zu untersuchen, ob nicht in frischen Wasserausziigen aus 
Roskilde III“ in Ubereinstimmung mit Waldschmidt-Leitz 
und Schaffner die Glycyliglycinspaltung gréBer wire, und die 
Ergebnisse in Tab. 2 somit durch partielle Destruktion des 
Krepsins wihrend der Aufbewahrung erklirt werden kénnte. 
Tab. 3 gibt hieriiber Auskunft. 


Tabelle 3. 
Spaltung von Glycylglycin und Leucylglycin mit Wasserauszug II. 
Pr = 8+ 0,05. c, = 0,2. 40°. 





Alter der ‘ x | , 
‘ n i on - 
Datum — Substrat “ ecm n/20- k fiat 7 
Tage mm | KOH \%Z/30]\ “L/ 30 
4.2. 1 a 30 | 0,29 0,0011 
— 61 | 0,40 0,0008 
By 152 | 0,70 0,0006 
0,15 0,12 
Leucvi. | 15 | 992 0,0076 
ra 30 1,88 0,0092 
— 61 2,09 0,0053 
7.2 4 30 | 0,11 0,0004 
i 60 | 0,22 0,0004 
Bye 101 0,34 0,0004 ‘ | 
0,07 0,06 
Leucvi. | 15 | 9,85 0,0051 
pe 30 | 1,51 0,0069 
— 60 | 2,03 0,0051 























Man sieht also, daB die glycylglycinspaltende Titigkeit 
tatsichlich im Verhiiltnis zu der leucylglycinspaltenden ab- 
nimmt, aber die Anfangsaktivitiit ist bei weitem nicht so grob, 
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wie das Verhialtnis 0,7 verlangt. Freilich gibt die Berechnung 
keine konstanten Werte fiir 4, eine Frage, welche wir spiter 
behandeln werden (8.171) aber (7¢/zz)g, oder (he/Ar)sq (vel. 
S. 158) sind doch als VergleichsgréBen brauchbar. 

Um zu versuchen in anderer Weise das Verhiltnis z, / x, 
noch weiter zu steigern, extrahierte man ,,Roskilde II“ mit 
53°), Glycerin (Glycerinauszug I, S. 153) oder man bereitete 
einen Auszug aus frischen Darmschleimhiuten (Glycerin- 
auszug II, 8. 154). Die Resultate sind in den Tabb. 4 und 5 
angefiihrt. 

Es geht aus diesen Versuchen hervor, daB die Enzym- 
ausbeute bei der Extraktion des Darmpulvers (Tab. 4) mit 
Glycerin viel gréBer ist als wenn man mit Wasser auszielit 
— bei der Darstellung des Glycerinauszugs I und des Wasser- 
auszugs IT ist nimlich das Verhiltnis Darmpulver zu Extrak- 
tionsmittel dasselbe — und zwar ist die Steigerung der glycyl- 
glycinspaltenden Tiatigkeit viel gréBer als die der leucylglycin- 
spaltenden, indem zxg/z, von 0,15—0,35 gestiegen ist. 


Tabelle 4. 


Spaltung von Glycylglycin und Leucylglycin mit Glycerinauszug I. 
Po =8+0,05. 40°. c,=0,1. 3.2. 1929. 


























re Zr, | k 
Substrat me ecm n/20- k Fe | [ *e 
“i KOH “ ie \*i/s 
80 0,65 0,0026 
Glyeylglycin 60 0,89 0,0018 
120 1,06 0,0011 
0,35 0,29 
15 1,17 0,0101 
Leucylglycin 30 1,85 0,0090 
60 2,02 0,0051 


Noch klarer wird die Schwierigkeit, mit welcher die glycy!- 
glycinspaltende Aktivitét sich gewinnen laBt, durch die Zahlen 
in Tab. 5 beleuchtet. Die langsame Extraktion wihrend der 
Filtrierung (vgl. die Darstellung von Glycerinauszug IJ) yibt. 
trotz der geringeren Stabilitit dieser Tatigkeit, eine Steigerung 
derselben gegeniiber derjenigen der Leucylglycinspaltung, die 





D 
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Tabelle 5. 


spaltung von Glyeylglycin und Leucylglycin mit Glycerinauszug II. 
Pu = 8 + 0,05. 40°. 


























‘ t : | tq [kg 
Datum Cy Substrat : ecm n/20- i: oq 
Min. KOH \ @ }30] \ rt / 20 
8, 2. 0,1 Glycyl- 30 0,42 0,0016 
glycin 60 0,54 0,0011 
100 0,64 0,0008 
; 0,32 | 0,28 
Leuzyl- 15 0,73 0,0058 
glycin 30 1,32 0,0058 
60 1,94 0,0048 
7.2. 0,1 Glycyl- 30 0,54 0,0021 
glycin 60 0,79 0,0016 
92 0,91 0,0012 
0,42 0,38 
Leucyl- 15 0,70 0,0056 
glycin 30 1,28 0,0056 
60 1,95 0,0048 
5. %. 0,1 Glycyl- 30 0,23 0,0008 
glycin 0,19 | 0,15 
Leucyl- | 30 1,21 0,0052 
glycin 


sich wihrend eines Monats konstant gehalten hat. Erst nach 
der Entfernung des Trichters (8. 2.) nimmt (z,/x,) wieder und 
relativy stark ab. Obwohl dieser Befund durch eine partielle 
Selbstaktivierung erklart werden kann, spricht er doch so viel 
zugunsten einer Zweienzymtheorie, daB folgender, in Tab. 6 
beschriebene Versuch ausgefiihrt wurde. 

10 ccm Glycerinauszug Il mit 10 ccm Wasser verdiinnt 
wurden mit 0,2 ccm n/1-Essigsaiure bis zu p,, 4,8 gefiihrt und 
mit 4 com Tonerdesuspension C,') versetzt. Eluiert wurde mit 
14cem m/15-sekundirem Natriumphosphat + 6 ccm 88°, 
“lycerin. Sowohl Glycerinauszug II als Restlésung und Elution 
wurden gleichzeitig auf Enzymgehalt gepriift und zwar Glycerin- 
auszug II in einer Konzentration, die etwa dem Enzymgehalt 
der Elution entsprach. 


') Chem. Ber. Bd. 58, S, 2448 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXII. 11 
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Tabelle 6. 
Spaltung von Glycylglycin und Leucylglycin mit Glycerinauszug I] 
und mit Restlésung und Elution einer Adsorption an Al(OH), Y,. 
10. 2. 1929. Pu = 8 4- 0,05. 40°. 





























E - Le | k 
race cy, | Substrat d ecm n/20- k : | *a 
dsung Min.| oH £7, Iq] \ Ay | 
Glycerin- | 0,05 | Glyeyl- | 30 0,29 0,0011 
auszug II glycin 60 0,36 0,0007 
88 0,44 0,0006 
; 0,35 | 0,32 
Leucyl- 15 0,41 0,0031 
glycin 30 0,84 0,0034 
60 1,47 0,0033 
Rest- 0,2 | Glyeyl- | 30 0,02 0,0001 
losung glycin (0,2) (0,2) 
Leueyl- 30 0,12 0,0004 
glycin 
Elution 0,2 | Glyeyl- | 30 0,44 0,0017 
glycin 60 0,57 0,0011 
90 0,65 0,0009 
: . 0,65 0,63 
Leucyl- 15 0,35 0,0026 
glycin 30 0,68 0,0027 
60 1,16 0),0025 


Die Resultate sind aus Tab. 6 ersichtlich. DaB da: 
Phosphat der Elution keinen wesentlichen EinfluB auf die 
enzymatische Spaltung hat, zeigt folgender kleine Versuch, 1» 


welchem sekundires Natriumphosphat zugesetzt wurde: 
Glycerinauszug II, wie gewohnlich . . . . nach 30 Min. x, = 0,54 
9 II, mit Natriumphosphat, m/50 » 30 , =, 


II, wie gewohnlich . . . . 4 30, &, =1,8 
II, mit Natriumphosphat, m/50 ,, 380 ,,) a, = 1,2! 


9 


Es geht also deutlich hervor, daB man das Verhiiltn: 
z,,/c, noch stark steigern kann. Leider ist aber der Verlus! 
an leucylglycinspaltender Titigkeit sehr groB, was vielleic: 
mit einem unzulinglichen Eluieren zusammenhingt. Wir werde: 
spiiter auf diese Frage eingehen. Interessant ist es, daé 
k,/k, sich jetzt dem Wert 0,7 nihert, der mit einem ihnlich 
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pehandelten Darmauszug erhalten wurde (Waldschmidt-Leitz 
und Schaffner). 

Zum Vergleich setzte man mit einem 2 Jahre alten 
Pankreasauszug (vgl. S. 154) einen Versuch an (Tab. 7). 


Tabelle 7. 


Spaltung von Glycylglycin und Leucylglycin mit Pankreasauszug. 
Po = 8+ 0,05. 40°, Cr = 0,15. 




















% 
[x Lk \ 
Substrat » ecm n/20- k = = 
_ KOH \ } 30 ky 30) 
Glyeylglyein 30 0,09 0,0003 
60 0,18 0,0003 
90 0,27 0,0003 
. ‘ 0,07 0,06 
Leucylglycin 15 0,65 0,0051 
80 1,26 0.0055 
60 2,06 0,0653 
Tab. 7 zeigt wieder — indem wir die Resultate Wald- 


schmidt-Leitz und Schiaffners (S. 158) festhalten — die 
Unbestindigkeit der glycylglycinspaltenden Titigkeit. Diese ist 
nach 2 Jahren beinahe vollstindig zugrunde gegangen. Ein 
Forscher, der mit diesem Pankreasauszug und mit Glycerin- 
auszug II eine vergleichende Untersuchung der Pankreas- und 
armpeptidase hitte anstellen wollen, wiire unzweifelhaft in 
Widerspruch mit dem Befunde Waldschmidt-Leitz und 
Schiffners zu dem Resultat gekommen, daB diese Enzyme 
gar nicht identisch waren. 

Diese Ergebnisse schienen mir fir die fortgesetzten Unter- 
suchungen der Peptidasen von so groBem Interesse, da’ mehr 
tiefgehende Versuche berechtigt waren. Solche wird man im 
folgenden Abschnitt finden. 


3. Die p,-Abhingigkeit der Peptidasen I und I. 


Die Ergebnisse der Hauptversuche sind ohne Erliuterung 
aus den Tabb. 8—9a und den Figg. 2—3a ersichtlich. Man 
hat mit dem Glycerinauszug II und dem Pankreasauszug bei 


verschiedenem p,, gearbeitet, und der Unterschied dieser 
11* 
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Praparate l4Bt sich auch hier sehr deutlich erkennen. Wie 
schon in der Kinleitung erwihnt, kann man aus den Figg. » 
und 3 mit Vorbehalt lesen, dab sich sowohl im Darmerepsin 
als im Pankreaserepsin zwei Enzymwirkungen tiberlagern, und 
zwar ist im Pankreasauszug die eine Wirkung beinahe ver. 
schwunden. Die Kurven sind freilich nicht hinreichend genau 
bestimmt, um zu einer Berechnung der Wechselwirkung zweic: 








x ccm BxOn — 








Fig. 2. 
Abhdngigkeit der Leucylglycinspaltung (——) und der Glycylglycinspaltung (——) von Py 
nach verschiedenen Verdauungszeiten. Enzymlésung Glycerinauszug II. Temp. 4°. 
Die Kurven entsprechen den Zahlen in Tab. 8 und Ba. 


Enzyme zu ermutigen, aber die den Figg. 2 und 3 entsprechen- 
den, schematischen Figg. 2a und 3a geben doch ein Bild de: 
Verhiltnisse, die sich derart ausdriicken lassen, daB das eine 
Enzym — die Peptidase I — bei p,, etwa gleich 7,3 Leucy!- 
glycin und Glycylglycin mit etwa derselben Geschwindigkeit, 
das andere — die Peptidase If — bei p, etwa 8,1 Leucyl- 
glycin etwa 20mal schneller als Glycylglycin zu spalten ver- 
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mag. Das letztere Geschwindigkeitsverhiltnis entspricht nam- 
lich dem kg/kz (= 0,06) des Wasserauszugs I, in welchem die 
Peptidase I wohl ganz zugrunde gegangen ist. 
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Fig. 2 a. 


Mogliche Kurven die durch Superposition die Kurven in Fig.2 geben kénnen. I Peptidase I, 


II Peptidase II. ¢ = 60 Min. 


Tabelle 8. 


t,, der Carboxylzuwachs (ccm n/20-KOH) bei der Spaltung des 
Glyeylglycins mit Glycerinauszug II bei verschiedenem py. 40°. 
14.—18. 2. 1929. c, = 0,1. 





5,60 6,05 7,00 7,25 7,65 7,70 7,90 8,00 8,10 8,40 8,80 








0,60 0,56 0,52 0,47 0,25 0,07 
60 | 0,02 0,16 1,10 1,12 1,01 0,86 0,74 0,73 0,63 0,80 0,14 
90 | 0,06 0,28 1,89 1,82 1,15 1,00 0,86 0,84 0,71 0,86 0,18 
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Tabelle 8a. . 
x,, der Carboxylzuwachs (ecm n/20-KOH) bei der Spaltung des d 
Leucylglycins mit Glycerinauszug II bei verschiedenem py. 40°, a 
15. 2. 1929. c, = 0,1. a 
Anfangs-py 
t Saiiaiesteastisiaoetteiambscnaisiaiainls i seein Sanaa tai eu 
5,60 615 690 7,15 7,55 8,05 8,35 8,75 
15 0,09 0,17 0,39 0,56 0,66 0,69 0,60 0,41 
30 0,18 0,35 0,85 1,16 1,27 1,25 1,04 0,66 
60 0,37 081 1,79 1,95 1,99 1,88 1,61 1,02 
| | 
| 
| | 
| | 
{ 
‘ \ 
| 
5 
AQ 
§ 
. 
Fig. 3. 
Abhingigkeit der Leucylglycinspaltung (——) und der Glycylglycinspaltuag (——) von },, 


nach verschiedenen Verdauungszeiten. Enzymlésung Pankreasauszug. Temp. 4)’. 
Die Kurven entsprechen den Zahlen in Tab. 9 und 9a. 


Die Instabilitét dieses Enzyms wurde schon durch die 


, 


einleitenden Versuche klar gemacht, aber auch Tab. 10 und 
Fig. 4, die einen Versuch mit dem 1 Monat alten Glyceri2- 
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auszug II beschreiben, zeigen uns den Stabilitatsunterschied 
der zwei Peptidasen und den KinfluB der partiellen Destruktion 
auf die Form der p,,-Kurven. Hinsichtlich dieser sei nur 
speziell hervorgehoben, daB die schwache Verschiebung der 
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Fig. 3a, 
Mogliche Kurven die durch Superposition die Kurven in Fig.3 geben konnen. I Peptidase I 
II Peptidase II. ¢ = 60 Min. 


Tabelle 9. 


‘;, der Carboxylzuwachs (cem n/20-KOH) bei der Spaltung des 
Glycylglycins mit Pankreasauszug bei verschiedenem p,;. 40°. 
21.2. 1929. c, = 0,1. 


ss 

















Anfangs-py 
t secaleeh adic snes slemabaseectaeicbate 
6,05 6,60 7,00 17,25 7,65 8,00 8,40 8,80 
60 0,11 0,20 0,22 0,16 0,14 0,18 0,15 0,10 
120 0,20 0,34 0,35 0,33 0,29 0,35 0,27 0,19 
0,59 
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Tabelle 9a. 
a2,, der Carboxylzuwachs (ccm n/20-KOH) bei der Spaltung des 
Leucylglycins mit Pankreasauszug bei verschiedenem p,;,. 40°, 
22.2. 1929. ¢, = 0,1. 





























Anfangs-py 
t . ss ielinpeainnacnaieade cians 
6,15 6,60 6,90 7,15 7,55 17,95 8,385 8,75 
16 0,06 0,18 0,27 0,32 0,89 0,45 0,53 0,42 
32 0,11 0,30 0,47 0,64 0,76 0,88 0,98 0,75 
60 0,16 0,43 0,76 1,17 1,48 1,64 1,70 1,22 
y | i | 
{ | 
| | 
20 t : 
eee a 
| 
— sp | 
15 | secant 




















Fig. 4. 
Vergleich der Py -Kurven des Glycerinauszugs II auf verschiedene Zeitpunkte, ndmlich «1 
5. Marz und am 15, Februar 192°. ¢ = 30 Min. Temp. 40° 
Die voll ausgezogenen Kurven entsprechen den Zahlen in Tab. 10, die punktierten den i: 
Tab. 8 und 8a. 


Optima der den wechselnden Verdauungszeiten entsprechenden 
Kurven in Figg. 2 und 3 sich zwanglos durch p,y-Anderunge 
wihrend der Verdauung erkliren 1|aBt. 
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Tabelle 10. 


Spaltung von Glycylglycin und Leucylglycin mit Glycerinauszug II, 
1 Monat alt. ¢=30 Min. c,=0,1. 40° 5.3. 1929. 











| Anfangs-p}; 
Substrat ; aac caine oie tsi 
6,70 7,20 7,25 7,65 800 8,05 8,40 
Glyeylglycin 032 — 0,45 0,25 0283 — 0,15 
Leucylglycin 051 1,02 — — — 1,21 0,99 


4. Bemerkung iiber den Reaktionsverlauf. 


Figg. 5 und 6 zeigen die Zeitkurven der in den Tabb. 8 
bis 9a angefiihrten Versuche. 

Obwohl die p,,-Anderungen wahrend der Verdauung (Fig. 1) 
bei Anfangs-p,,-Werten, die auf aufsteigenden oder nieder- 


| PH 
aT 2755 
96.90 

8.35 " 








. 4 a 
80 120 
t (Min) ——_ 
Fig. 5. 
Zeitkurven der Leucylglycinspaltung (——-) und der Glycylglycinspaltung {——-) mit Gly- 


cerinauszug II bei verschiedenem Pay Temp. 40°. 
Die entsprechenden Zahlenwerte sind aus Tab. 8 und 4a ersichtlich. 
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steigenden Asten der p,,-Kurven (Figg. 2 und 3) liegen, einen 
merkbaren Kinflu8 auf den Reaktionsverlauf haben kénnen, ist 
doch ein von diesen Anderungen nicht herrihrender, deut- 
licher Unterschied zwischen der Form der Glycylglycin- und 
Leucylglycinkurven erkennbar. Wihrend die Glycylglycinkurven 
in allen Fillen, wo die Spaltung einigermaBen groB ist, stark 
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Fig. 6. 
Zeitkurven der Leucylyglycinspaltung (——) und der Glycylglycinspaltung (——) mit Pan- 
kreasauszug bei verschiedenem p,,. Temp. 40°. 


Die entsprechenden Zahlenwerte sind aus Tab. 9 und 9a ersichtlich. 


abbiegen, sind die Leucylglycinkurven sehr oft beinahe gerade 
Linien. Dies ist um so eigentiimlicher, als das verwendete 
Leucylglycin eine Mischung zweier optisch isomeren Substanzeu 





ist, von welchen die eine nur sehr langsam gespalten wird. 
Die Kurven verlaufen deshalb auch nur geradlinig, wenn -; 
unterhalb 2,00 liegt (der Hilfte des Leucylglycins entsprechen¢ : 
oberhalb 2,00 biegen auch sie stark ab, sie haben einen deut- 
lichen Knick bei x, = 2,00. Dies ist z. B. aus Tab. 4, deut- 
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licher aber aus Fig. 7, die einen Versuch mit Wasserauszug | 
angibt, ersichtlich. 

Man darf deshalb nicht annehmen, daB die Leucylglycin- 
spaltung ein monomolekularer ProzeB ist, selbst wenn 4,, nach 
Gleichung (1) berechnet, konstant wird. Richtiger wiirde es 
sein, 2,00 statt 4,00 in diese Gleichung einzusetzen. Wie die 
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t(Min) 
Fig. 7. 
Zeitkurve der Leucylglycinspaltung bei Pry 8 und mit Anwendung des Wasserauszugs I. 
cy =0,1. Temp. 40% 2./2, 1929. 


Kurven direkt zeigen, steigt aber das so erhaltene & wahn- 
sinnig mit der Zeit. 

Im Gegensatz hierzu fallen die Ag-Werte (vgl. Tab. 4, 5 
und 6) wenn ¢ steigt, was viel leichter z. B. durch Hemmung 
durch Spaltungsprodukte und speziell durch Selbstzerstiérung 
erklirt werden kann. Hinsichtlich dieser Frage zeigt die 
Tab. 11, wie die glycylglycinspaltende Titigkeit (also die 
Peptidase I) beim Vorwirmen der Enzymlésung unter Be- 
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dingungen, welche dem Verdauungsversuch entsprechen, stirker 
als die leucylglycinspaltende herabsinkt. Die Auffassung der 


Tabelle 11. 
Die Spaltung von Glycylglycin und Leucylglycin mit Glycerinauszug I], 
der 60 Min. bei 40° und p,, 8,0 vorgewirmt war, mit den Zahlen (Tab. 5 
des unbehandelten Auszugs verglichen. c,=0,1. py =8+0,05. 40°, 
11. 2. 1929. 


























x 
Ly k. 
Enzymlésung | Substrat : ecm n/20- k 2 | it 
Min. KOH ar ) 30 | | ky 
Unbehandel- — — _ — 0,42 0,38 
ter Glycerin- 
auszug I] 
Vorgewiirm- Glycyl- 30 0,33 0,0013 
ter Glycerin- | glycin 60 0,46 0,0009 
auszug II 90 0,56 0,0007 
0,32 0,29 
Leucyl- 13 0,47 0,0042 
glycin 30 1,04 0,0044 
60 1,78 0,0043 








Peptidase I als glycylglycinspaltende und gleichzeitig als wenig 
stabil ist somit wohl geeignet, diese Eigentiimlichkeit der 
Glycylglycinkurven verstandlich zu machen und um so mehr 
wenn man sich daran erinnert, daB die kleine Glycylglycin- 
spaltung, welche sich mit Ausziigen, die arm sind an Peptidase | 
(Tab. 3 und 7) bemerkbar macht, tatsichlich linear verliutt, 
was in Ubereinstimmung mit der Anschauung ist, daB sie von 
der stabileren und auch anders gebauten Peptidase IT herriihrt. 

Diese Betrachtungen sind doch nur als Andeutungen aul- 
zufassen. Es liegen hier mehrere interessante Probleme vor. 
Ich hoffe bei einer spiateren Gelegenheit zu diesen Fragen 
zuriickzukehren. 


5. Kin abschlieBender Trennungsversuch. 


Zum Schlusse sei ein Trennungsversuch mitgeteilt. Viele 
andere wurden ausgefiihrt, Fillung mit Essigsiure usw. aber 
keiner mit besserem Erfolg. 

5 ccm Glycerinauszug Il + 3 ccm Wasser + 0,1 ccm 
n/1-Essigsiiure versetzte man mit 2ccm Al(OH), C,. Es wurden 








tw 
— 
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zweimal eluiert: 1. mit 7 com Phosphatpuffer (m/15), p,, = 7,5 
+ 3ccm 88°/,igem Glycerin, 2. mit 7 ccm sekundirem Natrium- 
phosphat (m/15) + 3 cem 88 °/,igem Glycerin. 

Um zu einer Schitzung der Ausbeuten an Peptidasen zu 
oelangen, untersuchte man die Glycylglycinspaltung (r,) bei 
), 1:3, WO die Peptidase I maximal spalten soll, und die 
Leucylglycinspaltung (z;) bei p,, 8,0, wo die Peptidase II die 
dominierende ist. Das Verhaltnis der entsprechenden Zuwichse 
wird mit ¥, bezeichnet, indem ¢ wie vorher die Verdauungs- 
zeit bedeutet (hier 60 Min.). /, soll dann dem Verhiltnis der 
Peptidasen entsprechen. Zum Vergleich sind doch auch in 
einigen Fallen die x, bei 7,3, die 2, bei 8,0 bestimmt. Tab. 12 
zeigt die Resultate. 

Tabelle 12. 


Ein Trennungsversuch. Spaltung von Glycylglycin und Leucylglycin 
mit Glycerinauszug II, mit Restlésung und mit 1. Elution und 2. Elution 


einer Adsorption an Al(OH),, C,. 3.3. 1929. ¢=60 Min. Temp. = 40°. 











Oh lew 
e |See (ee 
Enzym- Cy Substrat Pr [ccm n/20-}.5 3 e1ao ge] Feo 
losung : : = 3 8 
Jt ee 
Glycerin- | 0,05 | Glyeylglyein | 7,3 0,28 
auszug II 8,0 0,22 0.25 
Leucylglycin | 7,3 1,07 ‘i 
8,0 | 1,09 
0,10 | Glyeylglycin | 7,3 0,58 
Leucylglycin | 8,0 1,89 
Rest- 0,2 | Glycylglycin | 7,3 0,03 ‘ - P 
a Leucylglycin | 8,0 0,22 
|. Elution | 0,2 | Glyeylglycin | 7,3 0,38 
8.0 | 0,27 
: 68 46 | 0,38 
Leucylglycin | 7,3 1,20 
8.0 1,00 
2. Elution | 0,2 | Glycylglycin | 7,3 0,02 ‘“ ‘ 
Leucylglycin | 8,0 0,17 























Totalausbeute | 68 
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Die Ausbeuten lassen sich folgendermaBen berechnen. 
Man sieht, daB die Spaltung mit Glycerinauszug II beinahe 
proportional mit cg ist (der oberste Teil der Tab. 12). Da 
man den Versuch mit 5 ccm Glycerinauszug ansetzte und da 
das Volumen der Restlésung und der Elutionen 10 ccm war, 
kénnte man die fiir diese Liésungen (cy = 0,2) gefundenen Zu- 
wichse zu den Zuwiichsen Glycerinauszug II, cg= 0,1 ent- 
sprechend direkt in Beziehung setzen. Da diese indessen viel 
griBer als die anderen sind, bildete man die Verhiltnisse z. B.: 


x,(Elution 1, py 7,3, ep 0,2) 
<a, Ti Cr 0,05) ee "lo 
die in ‘ab. 12 als prozentische Ausbeuten aufgefiihrt sind. 
Es geht aus Tab. 12 wieder hervor, daB es méglich ist, 
das Verhiiltnis der zwei Peptidasen durch Adsorption zu 
steigern. (/,, steigt von 0,25—0,38). Da die Totalausbeute 
fiir beide Peptidasen die nimliche ist, darf man wohl an- 
nehmen, daB man eine partielle Trennung erhalten hat. 
Interessant ist es, daB das Verhiltnis 
tq (Pu = 7,3) 
@ (Py = 7,3) 
nicht wesentlich verschieden fiir den Glycerinauszug I] und 
die Elution 1 ist, was mit der dominierenden Wirkung der 
Peptidase I bei diesem p,, zusammenhingt. 
In einer folgenden Arbeit werden diese Fragen weiter verfolzt. 


Zusammenfassung. 

Diese Untersuchung hat folgendes Resultat ergeben: 

(JewOhnliches Darmerepsin aus Darmschleimhiuten von 
Schweinen enthilt zwei Dipeptidasen. Die eine spaltet maximal 
bei etwa p,, 7,3 und zwar Leucylglycin und Glycylglycin mit 
etwa derselben Geschwindigkeit. Die andere hat ihr p,,- Optimum 
bei p,, etwa 8,1 und spaltet Leucylglycin etwa 20 mal schneller 
als Glycylglycin. Die Superposition der Aktivitits-p,,- Kurven 
macht die quantitative Feststellung unsicher, und die Zahlen 
sind deshalb als vorliufig zu betrachten. Die Trennung der 
Peptidasen gelingt teilweise durch fraktionierte Extraktion 
oder durch Adsorption an Al(OH). 














Faktoren, welche die Trypsinverdauung 
im Darme beeinflussen. 
Von 
H. J. Vonk und H. P. Wolvekamp. 
Mit 5 Figaren im Text. 


(Aus dem Institut fir vergleichende Physiologie der Reichs-Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugezangen am 30. Mirz 1929.) 


I. Einleitung. 


Bisher hat man ziemlich allgemein angenommen, dab 
Trypsin 1m Darminhalte bei einer fiir seine Wirkung annahernd 
optimalen Wasserstoffionenkonzentration arbeitet. Es wiirde 
nicht schwer fallen, eine groBe Anzahl Handbiicher und Ab- 
handlungen zu zitieren, in welchen diese Auffassung vertreten 
ist. Wir werden uns mit der Anfihrung einiger Zitate aus 
neueren Werken begniigen. 


R. S. Rosemann!) bemerkt auf S. 870 des von ihm behandelten Ab- 
schnitts: ,,Zu bedenken bleibt dabei, da8 fiir die fermentative Wirksam- 
keit ja nicht die Wasserstoffionenkonzentration des Pankreassaftes selbst 
maBbgebend sein wird, sondern die des Diinndarmiuhalts, der durch Ver- 
mischung des Pankreassaftes mit dem sauren Speisebrei entsteht; es 
liBt sich allerdings vermuten, daB diese auf der optimalen 
Fohe gehalten werden wird.“?) 

P. Rona und H. H. Weber bemerken in demselben Bande des 
zitierten Werkes (S. 928) folgendes iiber die Darmsaccharase: ,,[hre 
optimale (H)-Konzentration liegt zwischen 6 und 8... Hierin liegt also 
eine weitgehende Anpassung an ihr natiirliches Wirkungsmilieu | Reaktion 





*) R.S. Rosemann, Physik. u. chem. Zusammensetzung der Ver- 
dauungssiifte unter normalen und abnormalen Bedingungen. Handb. d. 
norm. u. path. Physiol, Bd. III, S. 819—875. 

*) Von uns im Druck hervorgehoben. 
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des Darmes p,, 8—9!.')* Eine Literaturangabe fiir diese AuBerung iiber 
die Reaktion des Darminhaltes zitieren die Autoren nicht. Auf S. 951 
wird iiber die optimale Wirkung des Trypsins gesagt, daB diese be; 
Py 10° gefunden sei, und weiter: ,,Sie ist also in physiologischem Milieu, 
dem Darmsaft optimal.“ In einer Abhandlung von Willstatter, Wald- 
schmidt-Leitz und Hesse %) iiber Pankreasamylase findet man: ,,Bei 
schwach alkalischer Reaktion, also unter den natiirlichen Wirkungs- 
verhiltnissen des pankreatischen Enzyms im Darm, erfolgt bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Natriumchlorid“... usw. 

Es herrgscht also nach den Ausfiihrungen dieser Autoren 
Ubereinstimmung zwischen dem Wirkungsoptimum des Trypsins. 
- daB dann durchschnittlich auf p, 8 gestellt wird und der 
Reaktion des Darminhaltes, die man ebenfalls auf p,, 8 annimut. 

Auf Grund von verschiedenen Literaturangaben fingen wir an. 
die Richtigkeit dieser These zu bezweifeln. Betrachten wir beide 
Annahmen, auf denen sie beruht: die der Lage des Optimums 
an der alkalischen Seite und die der Alkalinitat des Darminhaltes. 

Fiir das Reaktionsoptimum des Trypsins sind die ver- 
schiedensten Werte zwischen p,, 7 und 11 gefunden worden, 
aber man muB in Betracht ziehen, daB verschiedenste Zeit- 
dauer, Substrate und Bestimmungsmethoden zu diesen Versuchen 
verwendet wurden. Bei einigen Versuchen (z. B. denen von 
Long und Hull) ist auch wohl die Kinwirkung zu lange fort- 
gesetzt, so daB die Unterschiede etwas verwischt wurden. Die 
héchsten Optima sind bei kurzer Zeitdauer gefunden worden.’) 
Wenn man bloB diejenigen Bestimmungen heranzieht, bei 
welchen eine ,,physiologische Zeitdauer“ von sagen wir etwa 
2—6 Stunden eingehalten wurde, so bekommt man den Eindruck, 
daB fiir diese Dauer das Optimum von 7,5—9 variiert*) und 
also durchschnittlich etwas héher ist als 8.5) Doch sind auch 





') Allerdings ist hier die Anpassung noch viel besser als Rona und 
Weber vermuten. Denn wie wir spiiter sehen werden, ist der Darm- 
inhalt im Durchschnitt neutral, so daB das Optimum (py, 7) ganz genau 
mit dem mittleren p,; des Darminhaltes iibereinstimmt. 

?) Diese Zs. Bd. 126, S. 143 (1923). 

’) W. E. Ringer, Diese Zs. Bd. 116, S. 107 (1921). 

*) Abhaingig von der Art des Substrates. 

°) Bei viel kirzerer Dauer liegt das Optimum héher, bei viel 
lingerer niedriger. Je linger die Dauer, desto mehr niihert sich as 
Optimum der Wirkung dem der Resistenz. 
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fir einige Substrate Optima bei 7 gefunden worden [Casein: 
Long und Hull})}. Die erste Annahme stimmt also teil- 
welse. 

Ganz anders steht es mit der zweiten Annahme, welche 
aussagt, daB die Reaktion des Darminhaltes mit den bei p,, 8 
gefundenen Optima der Trypsinwirkung iibereinstimmt und 
etwa p,, 8 (oder doch wenigstens alkalisch) ist. Die Annahme 
beruht anscheinend erstens auf einigen ilteren, mittels Indi- 
catoren gemachten und daher unzuverlissigen Beobachtungen an 
Darminhalten*), zweitens auf Messungen der C,, von Pankreas- 
und Darmfistelsaft. 

Zuverlassige Messungen dieser GréBen sind von Auerbach 
und Pick gemacht worden.) Sie fanden hierfiir Werte zwischen 
),, ™3 und 8,7 und zogen leider den Schlu8 daraus, dab die 
Alkalinitat des Diinndarminhaltes (die nicht gemessen wurde) 
dem von Michaelis und Davidsohn gefundenen Optimum 
der peptolytischen Wirkung des Trypsins entspricht. Man hitte 
doch im voraus erwarten kénnen, daB wegen der Anwesenheit 
von KiweiB, Peptonen, Aminosiauren, Salzsiiure des Magens usw. 
die Reaktion des Darminhaltes nicht ohne weiteres der 
Reaktion des Pankreas- und Darmsaftes entsprechen wiirde. 

Tatsiichlich haben denn auch direkte Messungen ameri- 
kanischer Forscher in neuerer Zeit gezeigt, daB der Darm- 
iuhalt ungefahr neutral ist und vielleicht sogar die Abweichungen 
nach der sauren Seite gréBer als die nach der alkalischen sind. 
Wir kommen auf diese Untersuchungen spiter zuriick. 

Wenn die Reaktion des Darminhaltes nicht tibereinstimmt 
mit dem Optimum der Trypsinwirkung fiir verschiedene Sub- 
strate und wir dennoch sehen, daB der EiweiBabbau im Darme 
leidlich schnell vor sich geht, so muB man untersuchen wie das 
miglich ist, und wir haben uns die Aufgabe gestellt, nach Um- 
stinden zu suchen, welche einen so raschen KiweiBabbau im 





') Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 39, S. 1051 (1917). 

*) Diese Beobachtungen wurden gemacht in einer Zeit, worin man 
iber Salz- und EiweiBfehler und iiber den Begriff der Wasserstoffionen- 
konzentration noch véllig im unklaren war. 

) Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamte Bd. 43, S. 155 (1912). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXII, 12 
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Darme ermoglichen, trotzdem dieser nicht bei optimalem p, 


vor sich geht. 
Wir nahmen hierfiir als Substrate Fibrin und Pepton: 


fiir beide Substrate wird angegeben, daB bei einer Versuchs. 
dauer von 2 Stunden oder mehr, das Optimum etwa bei p, 5 
liegt. 

Bevor wir unsere Versuche mitteilen, wollen wir kurz au; 
fiinf Umstiinde hinweisen, die einen Unterschied zwischen de; 


Verdauung in vitro und im Darme bedingen kénnen. 

Erstens hat man zu bedenken, dal} bei den meisten Versuchen die 
man bisher in vitro machte, nicht geriihrt oder geschiittelt wurde, 
wihrend durch die Darmbewegung eine fortwihrende Mischung und 
Knetung des Verdauungsgemisches stattfindet. Schon dadurch wird der 
Effekt einer bestimmten Enzymmenge bei einem bestimmten p,, griser 
sein miissen als in vitro. 

Zweitens findet die enzymatische Spaltung der Niihrstoffe im Darn. 
kanal iiberall statt unter schneller Abfuhr der Spaltungsprodukte, wo- 
gegen in vitro natiirlich davon keine Rede ist. DaB dieser Unterschied 
einen groBen EinfluB auf den Verlauf der Reaktion haben kann, ist ohne 
weiteres klar. So wiirde es sich zeigen kénnen, daB die Reaktions- 
geschwindigkeit bei Abfuhr der Spaltungsprodukte durch Dialyse fiir 
alle py-Werte derart zunimmt, verglichen mit der in vitro gefundenen, 
daB die GréBe der Wirkung eines Enzyms bei einem von Optimum 
entfernten Punkte im Organismus keineswegs so gering zu sein braucli, 
als man nach dem in vitro gefundenen Werte vermuten wiirde. Ex. 
perimentell kann man diese Méglichkeit untersuchen durch Wegdialysieren 
der Spaltungsprodukte. Wird hierbei ein positiver Effekt gefunden, s» 
wird man bedenken miissen, daB dieser Effekt im Darme erheblich ver 
gréBert wird, weil da keine Dialyse, sondern aktive Resorption 
stattfindet. 

DaB sich die Lage des Optimums bei Abfuhr der Spaltungs- 
produkte iindern wiirde, ist méglich, aber nicht wahrscheinlich, Es wir 
dazu nétig, daB durch Abfuhr beim optimalen py die Beschleunigung 
viel geringer sein wiirde, als bei allen andern py-Werten; diese Annahme 
ist sehr unwahrscheinlich, und wurde vorliufig nicht gepriift. 

Weiter wiirde die ungiinstige C,, des betreffenden Darmteiles 
kompensiert werden kénnen durch die Absonderung eines viel groBeren 
Enzymquantums als das, welches zur Spaltung einer bestimmten Substrat- 
(Nahrungs-) Menge bei dem optimalen p,; in vitro ausreicht. Im iibrigen 
wird man bedenken miissen, daB niemals Verdauung eines Nahrungs 
quantums stattfindet durch einmalige Absonderung eines bestimmte? 
Enzymquantums, sondern fortwihrend Enzym nachgeliefert wird. Wie 
groB die absolute Menge Enzym ist, die fiir die Verdauung einer bestimmte" 
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Nahrungsmenge verbraucht wird, wird wohl sehr schwer auszumachen 
sein. Wir haben daher diese Méglichkeit noch nicht gepriift. 

Die Anwesenheit anderer Aktivatoren als das H-Ion im Darme 
wird das Optimum verschieben kénnen. Als solche kommt die Galle 
ind ihre Bestandteile in Betracht. Aus kolloid-chemischen Griinden kann 
man vermuten, daB die Anwesenheit eines polyvalenten Anions oder eines 
organischen Anions den Effekt haben wird, die Lage des Optimums von 
py 8 nach unten zu verschieben.') Vor allem ist hier an die Anionen 
der gallsauren Salze zu denken. 

Die erste und fiinfte der oben erwihnten Méglichkeiten 


wurde von uns gepriift. Die Dialyse hoffen wir spiiter zu 
priifen. Es wurden vorher die Optima von Fibrin- und Pep- 
ton Witte aufs neue festgestellt fiir die gleiche Zeitdauer und 
Temperatur, bei denen wir unsere Versuche ausfiihrten, um 
eine gute Vergleichung méglich zu machen. Man wiirde gegen 
die Wahl des Fibrins einwenden kénnen, da’ im Darme wenig 
natives KiweiB verdaut wird, aber eine gewisse Menge kommt 
doch vor, besonders bei Kaltbliitern [van Slyke und White].’) 
Uberdies fehlen beim Karpfen der Magen und das Pepsin 
vollig*), so daB da die Verdauung nur durch Trypsin angefangen 
werden kann. 

Ks war zuerst auch unsere Absicht die Reaktion der ver- 
schiedenen Teile des Darminhaltes zu priifen. Bei genauer 
Durchsicht der Literatur fanden wir aber unter allen modernen 
diesbeziiglichen Untersuchungen so wenige Abweichungen, dab 
es uns vorliufig iiberfliissig schien, diesen Punkt fiir Siuge- 
tiere nochmals zu priifen, zumal da der eine von uns auch bei 
Fischen bei elektrometrischer Bestimmung den Darminhalt 


nahezu neutral fand.*) 

Wir begniigen uns daher mit einigen Literaturangaben. Long und 
Fenger®) untersuchten u. a. Darminhalte beim Mensch (Duodenalsonde) 
und beim Schwein. Die Abweichungen vom Neutralititspunkte waren 





) Herr Prof. H. R. Kruyt machte uns auf diese Méglichkeit auf.- 
merksam, 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 9, S. 209 (1911). 

*) Wenigstens ist die Pepsinmenge sehr viel kleiner als bei anderen 
Tieren und ist es bei der Reaktion des Darmes (py etwa 7) praktisch 
unwirksam. 

*) H. J. Vonk, Zs. f. vgl. Physiol. Bd. 5, S, 536 ff. (1927). 

*) Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 39, S, 1278 (1917). 
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hiufiger nach der sauren als nach der alkalischen Seite. Oftmals wurd) 
Pu 6,4—6,7 gefunden; andererseits 7,8 und 8,0, aber weniger oft 
Me Clendon') findet 1915 ziemlich hohe Werte im menschliche; 
Duodenum (meist py 7,7), spiter?) [1920] viel niedrigere Werte (py, 5-1) 
Dieser Widerspruch wird nicht gelést. Er findet den Diimndarm des 
Hundes iiber seine ganze Liinge sauer.*) Hume, Denis, Silvermay 
und Irwin‘) finden fiir das menschliche Duodenum als Mittel yon 
182 Bestimmungen p, 7,02 und weiter Schwankungen von 5,9—8,2°, 
abhiingig von der Nahrung. Bei Material ohne Pufferwirkung, wie Stiirke, 
treten die héchsten Werte auf. Diese Untersucher arbeiteten mit einem 
Patienten mit Darmfistel. Okada und Arai?) finden wahrend der Ver. 
dauung in 7 von 12 Fillen saure Reaktion. Im Hungerzustand finden 
sie alkalische Werte. Van der Reis und Schembra®) dahingege 
finden im Hunger den Darminhalt schwach sauer (py 6,3—6,8). 

Alle genannten Autoren weisen darauf hin, daB bei einem 
Individuum erhebliche Schwankungen auftreten kénnen und dab 
sich auch viele individuelle Unterschiede finden. Aber so vie! 
ist sicher, daB von einem durchweg alkalischen Dinndarm- 
inhalt keine Rede ist; daB der Mittelwert etwa p,, 7 ist und 
daB oftmals der Inhalt ziemlich sauer werden kann (bis p,, 
und niedriger) und vielleicht in einigen Fallen, wie beim Hund’ 
und beim Séugling’) iiber die ganze Darmlange sauer sein 
kann. 

Wir glauben, daB die obengenannten vorwiegend ameti- 
kanischen Arbeiten in der Literatur noch zu wenig bekanut 
geworden sind. Wir fanden sie z. B. weder zitiert in dem 
1927 erschienenen Band von Bethes Handbuch®) noch in den 
betreffenden Teil der Biologischen Arbeitsmethoden.!") 


') Am. Jl. physiol. Bd. 38 (1915). 

2) Ders.: Proc. nat. ac. Se. U.S. A. Bd. 6, S. 690 (1920). 

*) Ders., Shedlov u. Karpman; Jl. of Biol. Chem. Bd. 84 (1918. 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 60, 5. 633 (1924). 

°) Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S. 135 (1922). 

*) Zentralbl. f. inn. Med. S. 998 (1924), u. Klin. Wochensehr. S. 147° 


(1923). 
7) Me Clendon, a.a.O. S. 5, 
5) Ders. a. a. O. S. 3. 
*) Bethes Handb. Bd. III, Verdauung und Verdauungsapparat 1927 
) Abt. IV, Tl. 6, S. 621—654, van der Reis, V.: Unt. des Diinn- 
darminhaltes usw. 
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oft II. Das p,,-Optimum von Trypsin fir die Spaltung von 

= Fibrin und Witte—Pepton. 

des Wir wollen auf eine Besprechung der schon gefundenen 
al ),,-Optama fiir Trypsin verzichten. Wir haben schon erwiihnt, 


dab diese fiir die verschiedensten Zeitdauern, 'Temperaturen und 
Substrate bestimmt worden sind. Das Resistenzoptimum fiir 
Trypsin liegt wahrscheinlich bei p,, 3,6. Das Wirkungsoptimum 
er | jst ein KompromiB zwischen dem férdernden KinfluB der Alkali- 
en =| ittit, auf die Wirkung des Enzymes und dem vernichtenden 
Hinflub der alkalischen Reaktion auf das Enzym. Diese 
schiidigende Wirkung nimmt zu mit der Zeitdauer und mit der 
” Temperatur. Es liegt also auf der Hand, dab bei ciner be- 
ws stimmten Temperatur sich das Optimum mit zunehmender Zeit- 
el dauer der Versuche nach niederen p,,-Werten verschiebt (also 
nach dem Resistenzoptimum zu) und daB bei gleicher Zeitdauer 
. und steigender Temperatur dieselbe Erscheinung zu erwarten 
ist. Die erstere Erscheinung ist viel besser untersucht worden 
als die zweite (u. a. von Ringer). 





Um unsvon den ungleichformigen Angaben der Literatur unabhingig 
u machen, haben wir die Optima fiir Fibrin und Pepton bestimmt fiir 
I- ‘ie gleiche Zeitdauer und Temperatur, bei denen wir unsere Unter- 
nt suchungen iiber den Einflu8 der Bewegung und der Aktivierung aus- 
” vefiihit haben. 

Fiir die Bestimmung des Fibrinumsatzes haben wir folgende Methode 
benutzt. Es wurde getrocknetes und feingepulvertes Fibrin genau ab- 
-ewogen und in Reagenzglischen gebracht. Darauf fand die Verdauung 
statt unter Zusatz der spiter zu erwihnenden Puffergemische und Enzym- 
uenge. Wo nichts anderes bemerkt, wurde als Enzympriaparat,,Pankreatin 
Khenania“ benutzt. = 
3). : Nach freundlicher Mitteilung der F-" mania-Kunheim, Berlin) 
wird das Priparat aus Schweinspankreak®t fiastellt, ohne Zusatz von 
Darmkinase. Das Aktivierungsverfahren konnte man uns nicht mitteilen. 
Nach Beendigung der Verdauung wurde abfiltriert, mit destilliertem 
Wasser und zuletzt mit Alkohci nachgespiilt, die restierende Fibrinmenge 
in Trockenschrank 4 Stunden getrocknet und dann einen Tag im Wage- 
schrank gelassen, um Filter- und Verdauungsrest in Gleichgewicht zu 
vringen mit dem Feuchtigkeitsgrad in diesem Kasten. (Beim Wiigen 

in ganz getrockneten Fibrinriickstinden indert sich das Gewicht zu 
schnell). Die Vorziige dieser Methode sind, daf man die héheren Stufen 
es Verdauungsvorgangs mibt (im Gegensatz zu einer Titrationsmethode, 
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wo man auch niedere Stufen faBt) und da8 man den Umsatz gleich jy 
Prozenten ausdriicken kann. Ein Nachteil ist, daB bei dem langsamey 
Vorgang der Filtration der eiweiBreichen Fliissigkeit der Endpunkt de; 
Verdauung nicht ganz scharf bestimmt ist. Wir fihrten deshalb einige 

Versuche iiber die Reproduzierbarkeit der Methode aus: 
3 Kolben mit je 1 g Fibrin und 20 ecm Phosphatpuffer von py, 6,75, 

'/,°’, Pankreatin (filtriert) enthaltend. Dauer 2 Stunden. 
1. Versuch. Verdaut: I 12,2°/,, II 13,0°/,, III 11,5°,. Mittel = 12,2°), 
Abweichung: 0 + 0,8 — 0,7 » = O59. F 


’ 


Mittlerer Fehler in Prozenten der umgesetzten Menge = 12.9 * 100 = 4,1",,, 


2. Versuch. Verdaut: I 17,7°), II 17,1°/,, II 16,4°/,. Mittel = 17,1°.,, 
Abweichung: + 0,6 0 — 0,7 = 0,659 








0,43 
Mittlerer Fehler in Prozenten der umgesetzten Menge = 171 * 100 = 2,5°.. 
’ 


Die gefundenen Werte kénnen also um 4°, d. h. um ?/,, des ge. 
fundenen Umsatzprozentes zu hoch oder zu niedrig sein. Dieser Fehler | 
ist ziemlich groB; fiir unseren Zweck iiberwiegen aber die Vorteile diese: 
Methode. Uberdies werden bei kleineren Mengen Fibrin (250 mg) durc!: 
schnelleres Filtrieren und bessere Einstellung des Gleichgewichtes in de: 
Wage, die Abweichungen geringer, als hier angegeben ist. Das colori. 
metrische Verfahren, womit man auch die héheren Stufen der Verdauun: 
untersuchen kann, gibt kleineren mittleren Fehler, aber gibt nicht den 
Umsatz an. 

Das gesuchte Optimum wurde folgendermaBen bestimmt: In 
9 Kolben kamen je 0,500 g Fibrin und 2 cem '/,°/,ige Pankreatinlésung | 
(in Leitungswasser gelést und dann filtriert). Als Puffer dienten Phosphat. 
lésungen nach Sérensen (fiir die héchsten Werte sek. Phosphat und 
Lauge). Die Verhiltniszahlen sind in eem m/15-Phosphat und n/10-Laug: 
angegeben; diese Mengen wurden aber in 4 fach konzentrierter Lésung 
gegeben, so daB zu jedem Kolben nur 5 cem zugesetzt zu werden brauchtr. 
Nr. 8 und 9 waren Kontrollen fiir Nr.5 und 7 mit gekochtem Enzym 
Dauer 2'/, Stunden. Ts-~eratur: 30,5° + oder — 0,05°. 


Die Werte sind ‘1, Kurve I graphisch dargestell’ 
worden. Bei der Umstandlichkeit der Methode wurden nu 
2 Kontrollversuche ausgefiihrt. Bei niederem p,, ist die Liésung 
durch das alkalische Puffergemisch selbst unbetrichtlich. Es 
wurde durch zwei zur Kontrolle bestimmten Punkte eine Linie 
(Kurve II) gezogen, die den Verlauf der Spaltung durch Alkal 
allein bei zunehmendem p,, darstellt. Die Kurve I ist er- 
halten durch Substraktion der korrespondierenden Werte von I] 


von den gefundenen Zahlen. 
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eem m/15- | cem m/15- | cem n/10- | py bei 21°] Umsatz | Umsatz 
- KH,PO, | Na,HPO,| Lauge | Anfang | in mg in %/, 

1 14 6 —_ 6,63 46,3 9,26 
2 10 10 _ 6,85 63,3 12,66 
9 6 14 i 7,15 66,7 13,34 

4 2 18 si 7,60 83,5 16,70 
5 — 20 “ns 8,00 87,5 17,50 
6 — 15 5 8,53 61,3 12,26 

7 — 12,5 1,5 8,94 77,5 15,50 
: — 20 ~ 8,19 11,4 2,28 

9 — 2,5 7,5 9,44 40,9 8,18 

















221 Umsatz in 4 


bzw CCl 
or 2 Lange 
F hou 














Fig. 1. 
-Optimum der Wirkung von Trypsin auf Fibrin. I (x) Unsere Bestimmung mittels 
Gewichtsmethode, 21), Std. 30°, S.183. O Nicht korrigierte Werte dieser Bestimmung. 
II (A) Alkalibydrolyse dieser Best. IJI (@) Resultate von Long und Hull mit Titration 
erhalten (3 Std. 40°). Ordinate: Umsatz in °,, fir I und II, Titrationswert fir III, Die 
Py, Werte sind diejenigen, welche zu Anfang gemessen wurden. 


Pay 


Der rechte Teil der Kurve ist fiir uns unwichtig. Es 
kommt nur darauf an, da® das Optimum bei p,, 7,6—8 liegt 
und weiter, daB der Mehrumsatz bei p,, 8 etwa ein Drittel ist 
vom Gesamtumsatz bei p,, 7. 

In Kurve III der Abbildung haben wir die Werte dar- 
gestellt, die Long und Hull bei der Bestimmung des p,,-Opti- 
mums der Wirkung von Trypsin auf Fibrin erhalten haben. 
Aus ihren Zahlen schlieBen wir, daB der Umsatz bei ihren 
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Versuchen ziemlich weit gegangen ist. Die Kurve ist dadurch 
etwas abgeflacht. Ein Vergleich zwischen den umgesetzten 
Mengen bei p,, 8 und 7 ist hier nicht zu machen, da sich 
aus den Titrationswerten der Umsatz nicht berechnen lift. 
Bei ihren Versuchen ist der Unterschied zwischen p,, 7 und § 
etwas geringer wie bei den unsrigen. 

Es wurde weiter das Optimum fiir Pepton bestimmt. Die 
hierzu benutzte Methode war die Formoltitration von Sérensen, 
Dieser Versuch wurde 4mal wiederholt, weil die Resultate 
abwichen von denen, welche Michaelis und Davidsohn' 
erhalten hatten. Das von diesen Autoren gefundene Optimum 
ist steiler wie das unsrige. Uberdies kommen in unseren 
Kurven (Fig. 2) eigentiimliche Minima vor bei p,, 7,6. 

Versuch I. 
20 cem Puffer '/,,M. 20 cem Peptonlésung 3°/,. 10 eem Pankreatin- 


lésung '/,,°/, in destilliertem Wasser. Dauer 6 Stunden. 7 = 36,2°. 
Vgl. Fig. 2, Kurve I. 





~- - 


_ Verbrauch 

Nr ecm prim. | ecm sek. la sai Pr Pr 
wi > , > . 
Phosphat | Phosphat 0,2 n-Lauge Anfang End 

16 4 0,72 6,33 6,16 

2 8 12 0,83 6,92 6,72 
3 3 17 0,77 7,21 7,04 
4 1 19 0,77 7,53 7,20 
5 0,5 19,5 0,79 7,56 7,23 
6 0 20 0,56 7,79 7,48 

















Versuch II. 


20cem Puffer '/;M. 20cem Peptonlésung 3°/,. 10ccm Pankreatin 
lésung 0,1 °/,. Dauer 2 und 4 Stdn. 7 = 36,2% Vgl. Fig. 2, Kurve II. 





oe = g. 
it. cem prim. f a ~ E an 3 = Pr E = 
Phosphat a = rea | 5 et a oe 
> A Ry 
1 16 4 0,22 0,40 6,14 6,09 
2 8 12 0,26 0,42 6,68 6,70 
5 3 17 0,38 0,54 7,39 7,30 
4 0,5 19.5 | 020 | 0,38 | 754 | 7,43 
5 0 20 0,17 0,37 7,69 7,60 
6 | 0,5 n/5-Lauge | 19,5 0,21 0,55 1,78 = 




















') Biochem. Zs. Bd. 36, S. 280 (1911). 
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rch Versuch III.) 
ten :) cem Peptonlésung 5°/,. 30 ecm Pufferlésung (m/5-Phosphat) 10 ecm 
ich Pankreatinlésung 0,1°/,. Dauer 2, 4 und 6 Stunden. 7 = 36,2°. Nr. 8, 
Bt. 9, 10 und 11 mit gekochtem Enzym. Vgl. Fig. 2, Kurve III. 
12 — =< _ en 
Set tea lt oat 1 ow i. ae 
owe comerim EEE ES) SS | eel c8! 23 
Die Phosphat St iita tie« te «© “ aa a 
en. —_ = 
ate 24 6 0,45 0,53 | 0,71 | 6,16 | 6,16 | 6,13 
4? 2 15 15 0,61 0,72 | 0,91 | 6,74 | 6,64 | 6,62 
oa : 6 24 0,77 0,97 | 1,15 | 7,30 | 7,24 | 7,18 
4 3 27 0,585 | 0,71] 0,91 | 7,57 | 7,46 | 7,40 
en 5 0,75 29,25] 0,64 0,82} 1,00 | 7,53 | 7,43 | 7,39 
6 0 30 0,60 0,78 0,97 | 7,61 | 7,48 | 7,44 
7 | 6 n/5-Lauge | 24 0,695 0,91 1,10 | 8,45 | 8,15 | 8,02 
" : 0,75 29,251—0,01 | —0,14 | —0,07 | 7.57 ani 
20 9 0 30 |—0,02 0,04 | —0,06 | 7,62 = 
10 6 Lauge 24 0 0,02 0° 8,27 — 
= r 3 27 «+1~008 |-0001 — ue sn 
Versuch LV. 
20 cem Puffer m/5. 20 cem Wittepepton 3°/,. 10 cem Pank. Rhenania 
'.°) in destilliertem Wasser. 7' = 37°. Zeit 2 Stunden, Nr. 6, 7 und 8 
mit gekochtem Enzym. Vegl. Fig. 2, Kurve IV. 
s 8 ; ‘ a 
«| EE | 22/83 | ¢2 | Fe | Se [235 
si a 6 =< 3 «6 5 3 mt = 2 +o. 8 
n om o = 5 4 7 i ar |e Be 
IT. © Aa — - oe . 
= 1 16 4 — — 6,18 6,15 0,21 
- 9 1 — —- 6,79 6,76 0,22 
: 0,5 19, — — 7,73 7,66 0,3 
4 0 16 _ 4 n/5 9,56 9,01 0,33 
—_ — 17 3.n/10 8,11 7,92 0,31 
16 4 _- —_ _— — 0,02 
v 0 16 — 4 n/j/d 9,56 — 0,07 
5 — —_ 17 3 n/10 _ — — 0,02 











') Herrn Cand. C. A. G. Wiersma danken wir fiir seine 


‘iesem Versuch. 

















Hilfe bei 
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Versuch V. 
40 cem Puffer m/5. 40 cem Pepton 4°/,. 0,5 g getrocknetes autoakti- 
viertes Pankreaspriiparat in 20ccm Wasser. 7' = 37,2% Zeiten 45 Min, 
2 und 6 Stdn., Nr. I, IJ, IH, 1V und V mit dest. Wasser statt Pepton, 
Vgl. Fig. 3. 








£ 2/33 ales ris 2 2 Stunden 6 Stunden 

we Ele El es| (22 | —yoe| 
5 a 5 £|5 a}: | Pu Verbr.| py Verbr. 
1 32 8s | — | 636 | 0,42 | 6,36 0,66 | 622 1,22 
2 | 18 | 22 | — | 698 | 0,51 | 6,92 0,71 | 6,86 1,30 
3 2 | 38 | — | 7,76 | 0,51 | 7,55 0,69 | 7,46 1,35 
4 1 | 39 | — | 805 | 0,55 | 7,64 0,82 | 7,15 1,39 
5 | — | 40 | — | 7,79 | 0,525] 7,70 0,52 | 7,55 1,495 
6 | — | 36 4 | 821 | 062 | — 0,59 | 7,79 1,495 
7 | — I 32 gs | 8,77 | 0,57 | 8,24 0,74 | 8,15 1,44 
I | 32 s | — | 630 |] 005 | — 000 | — _ 007 
um} is | 22 | — | 701 | 005 | — —o12 | — —0,04 
IV 1 39 | — | 811 | 0,08 | 7,88 0,06 | 7,95 0,07 
Vii — i 4 — | 0,33 | 889 0,09 | 8,95 0,16 























Die Resultate der Versuche I|—IV sind dargestellt worden 
in Hig. 2, diejenigen von Versuch V, in Fig. 3. Die ersten 
4 Versuche sind mit Pankreatin Rhenania ausgefiihrt worden, 
der fiinfte mit einem eigens dazu angefertigten Trypsintrocken- 
praparat.') Die Resultate von I—IV sind sehr merkwirdig: e: 
kommt in allen Kurven bei p,, 7,6 ein Minimum vor! Bei 
dem letzten Versuche ist das Vorkommen eines Minimum: 
zweifelhaft. Die héchsten Werte liegen bei 7,3—7,4. Nach 
der sauren Seite findet sich ein ziemlich steiler Abfall. 
Die Unterschiede zwischen p,, 7 und dem Optimum und 
zwischen p, 8 und dem Optimum sind nicht gro’.  Noci: 
flacher verliuft die Kurve, die dem 5. Versuch entspricht. Dic 
Streuung ist hier ziemlich grof, eine Folge des Umstandes. 
daB das Enzym sich nicht gleichmiBbig im Wasser verteilen 


') Ein Pankreastrockenpulver, bereitet nach Willstitter. Vg! 
Rona, Fermentmethode, 8. 234. 
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1iBt. Uber die Ursache des auftretenden Minimums kénnen wir 
uns keine Vorstellung machen. Wir wiirden geneigt sein, es 





tv T 











_— 
N 
oP 
.S 

» 


Fig. 2. 
Optimum von Trypsin (P.. Rh.) auf Pepton- Witte, Nummer der Kurven wie die 
Versuche auf S, 184 u. 185. Die gleichgenummerten Kurven stellen die Werte nach ver- 
schiedenen Zeiten in einem Versuch dar. Die Fehlergrenze der Titration sind durch einen 
vertikalen Strich, die p,, Verschiebungen zwischen Anfang und Ende, durch die Lange 
des horizontalen Pfeiles dargestellt worden. Eigenttimliche Minima bei Pr 7,6. 


einem Versuchsfehler zuzuschreiben, wenn nicht der Versuch 
4mal wiederholt worden wire. Michaelis und Davidsohn 
haben das Minimum nicht gefunden. Aus ihrer Kurve entnimmt 
tan einen Unterschied von !/, der Wirkung bei p,, 8 zwischen 8 
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und 7.1) Vielleicht sind die Resultate mit dem Minimum 
einer Anderung in der Bereitung des Handelspankreatins zu. 


«—o—_, 








ccm 
14} NaOH 


5 

















Fig. 3. 
-Optimum von Trypsin (Pankreastrockenpradp.) auf Pepton. * Korrigierte, @ Nich!- 
I, II und III.: Resultat nach *,, 2 u. 68t.; I’, I’, II’ Hydrolyse- 
kontrollen nach diesen Zeiten. Ubrige Zeichen wie Abb. 2. 


? 
HI 
korrigierte Punkte. 


zuschreiben, da die Versuche von M. und D. schon 1911 statt- 
fanden. Wie erwiihnt, konnte uns die Fabrik das Aktivierungs- 


verfahren nicht mitteilen. 


III. Der EinfluB8 des Rihrens und anderer Bewegung. 

Die Darmbewegungen sind Gegenstand ausfihrlicher Studien 
gewesen; ihr Mechanismus, ihre Innervation, und hormonale 
Beeinflussung sind gut durchforscht worden. Versuche iiber 
den EinfluB dieses Mechanismus auf die Schnelligkeit der Ver- 
dauung sind uns nicht bekannt. Aus der Literatur weiB man, 
daB einige Enzymwirkungen durch Riihren oder Schiitteln 
heschleunigt und ihre Werte besser reproduzierbar werden. 


1) A. a. O., S. 184 und zwar S. 289, Fig. 3. 
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Letzteres gilt besonders fiir lipatische Spaltungen. Uber die 
(jréBe dieser Beschleunigung wird aber nicht viel erwihnt. 

Cannon?) schreibt den Darmbewegungen viererlei Be- 
Jeutung fiir die Verdaung zu: 1. Mischung des Enzyms mit 
dem Substrat, 2. Fortbewegung der Nihrstoffe, 3. Verbesserung 
Jes Kontaktes der gelésten Stoffe mit der Darmwand zwecks 
Resorption, 4, Abfuhr der unverdauten Stoffe. Es laBt sich 
vermuten, daB man eine fiinfte hinzufiigen kann: Beschleuni- 
/ ~oung der Verdauung, auch wenn die Mischung von Enzym und 
Substrat schon vollkommen ist. Diesen Faktor haben wir in 
diesem Abschnitt zu priifen versucht. 


1umM 
Zu- 





Es wurde bei folgenden Versuchen ebenso wie bei den vorigen, 
cekorntes Fibrin verdaut, einerseits in einem geschlossenen Kolben, 
andererseits in einem 3 ccm weiten Reagenzglas, worin eine kleine 
viiserne Stange am unteren Ende mit einem kleinen Fliigel, ebenfalls 
aus Glas, durch einen Elektromotor gedreht werden konnte. Der Riihrer 
war an einem Stativ befestigt und die Offuung des Rohres wurde nach 
Ansetzen des Versuches durch Watte verschlossen. Der Riickstand der 
Verdauung wurde auf dem gewogenen Filter gesammelt, getrocknet 
und mit dem Filter gewogen. Die Verdauung geschah fir beide Teile 
lus Versuches, die 5 Minuten nacheinander angesetzt wurden, durch eine 
tiltrierte Lésung von * 
ziisammengesetzt aus m/15-Phosphatlésungen und von py etwa 6,75, 
Temp. 30,6° + oder —0,1°. 


',°/, Pankreatin Rhenania in einein Puffergemisch, 


Versuch I. Dauer 2!'/, Stunden. 
[lm Kolben 0,5 g Fibrin und 10 ccm '/,°%, Pankreatinlésung 
tt , Reagenzglas 1g ,, » 20cem }/, %, es 
gS- Nach Ablauf im Kolben 0,4328 g iibrig, also 0,0672 g verdaut = 13,4°/, 
» 9 keagenzgl. 0,7497 ¢ _,, » 92508 ¢ ,, = 25,0°/, 


Wirkung bei Riihren also 1,86 mal so groB als ohne Riihren. 


Versuch If. Dauer 2 Stunden. 
lin Kolben 0,5 g Fibrin und 20cem '/,°, Pankreatinlésung 
Reagenzglas 0,5 g __,, » 20cecm */, °/, - 
Nach Ablauf im Kolben 0,4387 g, also 0,0613 g verdaut = 12,26°), 
- » Reagenzgl. 0,3697 g iibrig, ,, 0,1303 ¢ » = 26,06°/, 


Wirkung bei Riihren also 2,12 mal so groB als ohne Riihren. 


n. ‘) W. B. Cannon, The mechanical factors of digestion. London, 
LE. Arnold; New York, Longmans Green & Co., 1911. 
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Versuch III. Dauer 2!'/, Stunden. 


Im Kolben 0,5 g Fibrin und 20 cem 1/,°/, Pankreatinlésung 
» Reagenzgl. 05g ,, , 20cem 3/, %/, . 
Nach Ablauf im Kolben 0,4151 g, also 0,0849 g verdaut = 16,98 ° 
” ”  Reagenzgl. 0,3372g ,, 0,1628 g ” = 32,56 °/ 


Wirkung bei Riihren also 1,92 mal so stark wie ohne Riihren. 


Versuch IV.') 

Dauer 2 Stunden. Geschwindigkeit des Riihrens 47 Umdr. pro Minut:. 
Im Kolben 0,250 g Fibrin und 20 cem Pankreatinlésung, */, °/,. 
Verdaut 14,6 °/,. 

Im Reagenzglas (geriihrt) wie oben. Verdaut 29,6 °/. 
Versuch V. 
Dauer 2 Stunden. Geschw. 94 Umdr. pro Minute. 
Dieselben Mengen wie IV: Nicht geriihrt. Verdaut 15,46 
Geriihrt (stiirker wie bei IV) 6 35,62 ° 
Versuch VI. Dauer 2 Stunden. 
Dieselben Mengen Enzym und Substrat wie bei IV. 


Nicht geriihrt. Verdaut 14,8 °/, 
Glas I: 48 Umdr. pro Minute. Verdaut 31,7 °/, 
» Il: 76 ” ” ” ” 38,1 °/ 


Man sieht aus diesen Versuchen, daB mechanische Be- 
wegung einen groBen Hinflu8 hat auf die Geschwindigkeit der 
Verdauung. Es hilt schwer, etwas auszusagen iiber die Grife 
der mechanischen Krafte, die im Darme auf die Nahrungs- 
massen einwirken.”) Der Einflu8 der Bewegung ist aber er- 
heblich und wenn nur ein Drittel der hier bei maBigem Riihreu 
erhaltenen Beschleunigung auftritt, so ist sie allein schon im- 
stande, den ungiinstigen KinfluB des vom Optimum abweichen- 
den p,,-Wertes*%) zu kompensieren (vgl. Kurve I, Fig. 1). Im 
Mittel verliuft bei der miBigen Riihrgeschwindigkeit die Ver- 
dauung 2 mal schneller als ohne Bewegung. 


———_—_—» 





*) Die Versuche IV—VI wurden von Herrn cand. Wehlburg fiir 
uns ausgefiihrt, dem wir bestens fiir seine Hilfe danken. 

*) Cannon gibt an, daB die von ihm beobachteten Segmentationen 
des Diinndarminhaltes der Katze ungefihr 30 mal pro Minute statt- 
finden. Beim Hunde finden 20, bei der Ratte 45, beim Menschen 
7 Segmentationen pro Minute, statt (a. a. O. S. 189 und zwar S. 133). 

*) Wenn wir den py im Darme auf 7 stellen. 








lute, 
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IV. Einflisse von Salzionen und Galle. 
Man kann sich vorstellen, daB der EinfluB, den die OH- 


[onen auf die Wirkung des 'T'rypsins ausiiben, aus einer Auf- 
ladung von Enzym oder Substrat besteht. Da nun fiir die 
meisten Substrate auch bei langerer Dauer das Optimum un- 
cefihr bei p,, 8 liegt und der Darm nahezu neutral reagiert, 
und auch sauer werden kann, fragt es sich, ob sich Faktoren 
finden, welche bei niedrigerem p,, Aufladung bewirken kénnen, 
wie eine solche sonst bei p,, 8 stattfindet. Als solche kommen 
in Betracht polyvalente Anionen. Wir haben darum zuerst 
einige Versuchsreihen ausgefiirt tiber den KinfluB von K,{Fe(CN),; 
auf die Wirkung von Trypsin auf Fibrin und Pepton. Dieser 
Stoff eignet sich gut fiir diese Versuche, da er auch in groBen 
Konzentrationen fast keine p,-Verschiebungen gibt. Da die 
Anwesenheit polyvalenter Anionen im Darme nicht zu er- 
warten ist, so wiirde dort ein derartiger Kinflu6B nur von einem 
organischen* Anion zu erwarten sein. Solche stark adsorbier- 
bare organische Anionen kommen in der Galle vor. Wir 
haben also weitere Versuche angestellt mit Galle und mit 
einem gallensauren Salze, dem Natriumtaurocholat. 

Bevor wir diese Versuche mitteilen, wollen wir an einige Tat- 
sachen erinnern iiber den EinfluB von Galle auf die EiweiBverdauung, 
welche aus der Literatur bekannt sind. Dab die Galle bei der EiweiB- 
verdauung eine gewisse Rolle spielen wird, folgt schon daraus, daB bei 
Fleischfiitterung eine vermehrte Gallensekretion stattfindet. Ebenso 
fordern Séiuren im Magen oder Duodenum, Albumosen und Peptone im 
Duodenum die Gallensekretion. Nach Fleischfiitterung ist die Menge der 
abgeschiedenen gallensauren Salze viel gré8er als nach Verzehren von 
Kohlenhydraten. 

Fiir geléstes EiweiB wurde kein Einflu! von Galle auf die Ver- 
dauungsgeschwindigkeit gefunden (Loeb. Ringer, S. Oppenheimer: 
Fermente §. 910). 

Fiir festes EiweiB und bei alkalischer Reaktion stellte Ringer’) 
einen stark hemmenden Ejnflu8 der Galle fest und Stiasny’*) einen 
Einflu8 der Anionen nach der lyotropen Reihe. Waldschmidt-Leitz 
findet, daB die Galle bei saurer Reaktion (p;, 5,5) die Wirkung von 





1!) W. E. Ringer, Diese Zs. Bd. 116, S. 107 (1921); Bd. 124, 8.17) 
(1922). 
*) Stiasny, Koll.-chem. Beihefte Bd. 17 (1923). 
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Trypsin auf Gelatine hemmt und bei alkalischer (py 8,7) keinen Einfly; 
darauf hat. Willstitter und Persiel’) finden Natriumglykochola: 
ohne jeden EinfluB (bei py etwa 8). Diese Angaben widersprechen sic}, 
also zum Teil; es liegt dies wahrscheinlich daran, daB die einzelne, 
Autoren nicht mit verschiedenen Gallenkonzentrationen gearbeitet haben. 
Wir haben mit verschiedenen Konzentrationen von Galle 
und gallensaurem Salz gearbeitet. Das Ergebnis war, daB fii 
festes KiweiB bei schwach saurer Reaktion eine Aktivierun: 
durch héhere Konzentrationen von Galle stattfindet. Fii 
Pepton konnten wir bei schwach saurer Reaktion keinen Ein. 
flub der Galle in verschiedenen Konzentrationen feststellen. 
Bei den ersten Versuchen untersuchten wir die Einwirkung au! 
Spritblaufibrin®) bei verschiedenen Konzentrationen von K,Fe(CN),. Die 
Wirkung wurde colorimetrisch bestimmt durch Vergleichung mit einer 
beliebigen Vergleichsfliissigkeit. Nur bei den gréBeren Salzkonzen- 
trationen verursachte die Farbe des Salzes eine erhebliche Stérung. Wir 
haben uns iiberzeugt, daB die p,-Verschiebungen durch Zusatz des 
Salzes und bei der Wirkung des Enzyms hier nur sehr gering sind. 
Weiter haben wir hier auf die Ausfiihrung vieler py_-Bestimmungen yer- 
zichtet wegen der Gefahr der Schidigung der Elektrode durch das Salz. 


Versuch I. Vorliiufiger Versuch. 
50 mg Spritblaufibrin ('/, Stunde vor Versuch in K,Fe(CN),. 

5 cem K,Fe(CN,) in destilliertem Wasser. 5 cem Pankreatin Rhenania, 
1/,°/, in Pufferlésung [9 T. prim., 1 'T. sek. m/15-Phosphat (py, etwa 6). 
Temperatur 809+ oder —0,1°, Dauer 3 Stunden. 

Nr. 1 4 5 6 7 8 9 
Konz.K,Fe(CN,) | 

Milliiiqu. im Vol. 6 4 2 l 1, “Sy “he “tee ® 
des Versuchs | 


te 
~~ 


Dest. Wasser ccm — — —- —~—- —- — = — 5 
‘ihe y . _ " . 
ME tw 
Aus diesem Versuch sieht man schon, daB bei den gréBeren Kon- 
zentrationen eine Aktivierung, bei den kleineren eine Hemmung statt- 
findet. 
1) Diese Zs. Bd. 142, S. 245 (1925). 
*) Vgl. auch J. Temminek Groll, Ned. Tydsehr. v. Geneesk. 
Bd. 64, S. 1157 (1920). 
8) Fiir diese Methodik vgl. L. J. Geselschap, Diese Zs, Bd. ‘4 
S. 205 (1915) und auch Ringers Arbeiten. 
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Versuch II. 
'{,9/, Pankreatin in Puffer (9 T. prim., 1 T. sck.). p,, etwa 6. 


5 ecm K,Fe(CN), in destilliertem Wasser. 7' = 30,2°. 


Nr. 1 2 3 4 5 6 7 
Konz. K,Fe(CN), | 
in Milliaqu. pro 8 4 2 1 5 | 0 
Versuch { 
Colorim.-Zahlen 56 56 44 28 19 10 12 
‘on 
| 
“a 
{ 
i 


| I Chae K, Fe(cr), 
IT ---- nore zn yn -wecenees watt - Ste 
> OAre Ay Fe(i 1), XK ny. — 











3 
hog “Maeg Ma lo 


Fig. 4. 
LinfluB verschiedener Konzentrationen K,Fe'CN), auf die Verdauung von Fibrin bei Py” 
und 6,2. Versuche JI und III von 8. 193 u. 194. 


Dieser Versuch bestitigt die Resultate des vorigen. In Fig. 4 
Kurve II sind die Zahlen graphisch dargestellt worden. Hierbei ist 
statt der Konzentration des Salzes ihr Logarithmus auf der Abszisse 
abgetragen. 

Versuch III. Wie der vorige. 
8 'T. prim., 2 'T. sek. Phosphat. py 6,2. 7 = 30,2°. 
Nr. 1 2 3 4 3D 6 7 8 9 10 


Konz. K,Fe(CN), 
in Milliigu. pro} 128 82 8 2 "Jy "fy "VMyg "lige “sig 0 
Yersuchsvolum. 
Colorim.-Zahlen 62 151,5 27 10 10 7 10 10 14 16,5 


Bei den héchsten hier angewandten Konzentrationen wirkt die 
Eigenfarbe des Salzes sehr stérend auf die colorimetrische Vergleichung. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CILXXXII, 13 


4 
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Fiir diese Bestimmungen haben wir die Vergleichung in einem Koy. 
parator ausgefiihrt, wie sie bei der colorimetrischen H-Ionenbestimmung 
peniitzt wird. Die Werte von Versuch III sind in Kurve III von Fie. 4 
dargestellt worden. 

Das Resultat der 3 Versuche ist also, daB bei p,, 6 bei 
Konzentrationen unter 5 Milliiiqu. das K,Fe(CN), einen hemmen- 
den KinfluB hat. Bei ungefabr '/,, Milliiqu. ist dieser EKintiut 
am groéBten. Bei Konzentrationen von 8 Milliaqu. und hoher 
hat das Salz einen sehr stark férdernden EinfluB. Dieser 
KinfluB erreicht ein Maximum fiir eine Konzentration vou 
32 Milliiqu. und wird bei hoéheren Konzentrationen wieder 
geringer. 

Wir miissen hier noch bemerken, daB man hier wie bei 
den Versuchen mit Galle nicht nur den EinfluB der Galle findet, 
sondern daB auch die Kontrollversuche ohne Galle schon unter 
dem EKinfluB des angewandten Puffers stehen. Meistens enthiilt 
auch dieser schon ein polyvalentes Anion, wie hier beim Phos- 
phatpuffer in kleinen Mengen das Na,HPO, vorhanden ist. 


4 


Versuch IY. 
In jedem Kolben 250mg Fibrin, 5 ccm Pankreatinlésung */,°, in 
destilliertem Wasser (filtriert)}. Totalpuffer 10 cem. Die Galle wurde 
unverdiinnt zugesetzt. Nr. 1—-3: Wirkung des Pankreatins; 4—6: Wir- 
kung des Pankreatins mit Galle; 7—9: Wirkung der Galle allein unui 

















eventuell Alkalihydrolyse zum Abzug. Zeit 2 Stunden. om 37°. 
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Es war nun wiinschenswert, die Wirkung der Galle aut 
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die Fibrinverdauung bei einigen p,,-Werten und Konzentrationen 
dey Galle zu studieren. Hierzu konnte die colorimetrische 
Methode nicht verwendet werden wegen der starken Farbe 
der Galle. Wir benutzten die Methode des Zuriickwiegens 
des unverdauten Fibrins, wie sie auch fiir die Bestimmung 
des Optimums auf 8.183 beschrieben wurde. Vgl. Versuch IV, 
Ss, 194. 

Wie zu erwarten war, nimmt in 1—3 die Wirkung mit 
steigendem p, zu. Die Galle allein hat auch eine gewisse 
Wirkung. Versuche iiber die Alkalihydrolyse allein gingen 
leider verloren; jedoch ist uns aus anderen Experimenten be- 
kannt, daB diese wenigstens bei den niederen p,,-Werten sehr 
seringfiigig ist; die Galle allein hat also auch einen gewissen 
spaltenden EinfluB, der bei p,, 6,5 am gréBten ist. Die Resultate 
in bezug auf die Aktivierung durch Anwesenheit von Galle 
sind zweifelhaft: in der Niihe des Neutralitiitspunktes diirfte 
eine geringe Aktivierung, bei saurer und alkalischer Reaktion 
eine Hemmung stattfinden. 

Auch die Resultate der Literatur sind beziiglich dieses 
Verhaltens nicht eindeutig. Wir erinnern nun daran, daf bei 


Versuch VY. 


In jedem Kolben 250 mg Fibrin. 5 ccm Pankreatinlésung '/,°/, in 

Putter. 5 cem Puffer m/15 (8 T. prim., 2 T. sek. Phosphat. py, 6,2). 

jcem destilliertes Wasser. 5 cem Galle von verschiedener Konzen- 
tration. Zeit 2Stunden. 7 = 30,3°. Vegl. Fig. 5. 





Toy. To > 0 

J iss Menge des lo Py Vor | py, nach 
Nr. diinnung |verd. Fibrins} Substrat ; ; 

. ; Verd. Verd. 

der Galle in mg umgesetzt 

1 0 75,6 30,2 5,97 — 
2 1 151.3 60,5 ats _ 
8 1/, 132,1 52,8 5,90 — 
4 > 78,0 31,2 a _ 
5 Ws 66,3 26,5 si 7 
6 "/100 49,5 19,8 —s aia 
7 I 0 41,4 16,6 5,87 5,84 
5 1000 46,9 18,8 — = 
9 s Poe 47,3 18,9 — — 
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unseren Versuchen mit gelbem Blutlaugensalz der Effekt im 
hohen Grade von der Konzentration der anwesenden Salzmenge 
abhingt. Dieser Umstand veranlafte uns auch, mit Galle in 
verschiedenen Konzentrationen bei einem bestimmten p,, zu 
arbeiten. Mit Hinsicht auf unser Problem war es vor allem 
interessant zu wissen, wie sich bei einer schwach sauren 
Reaktion die Sache verhielte. Es wurde darum ein p,, von 
6,2 fiir diesen Versuch gewahlt. Vgl. Versuch V, S. 195. 


Unsatz W7 4 











Ohne Galle 
~ [ a i on ee Te er eee 
| 7 
| ee 
0 : = “ . 2 
Log of Verdunnung 
Fig. 5. 


EinfluS verschiedener Konzentration an Galle auf die Verdauung von Fibrin bei Py (,2 


Versuch von 8.195, Die hier angegebene Verdiinnung ist die der zugesetzten Galle. 


Das Resultat ist graphisch dargestellt worden in Fig. 5. 
Man sieht, daB hier, wie beim Blutlaugensalz, bei den hodheren 
Konzentrationen (unverd., Verd. '/,,) sich ein Maximum (also 
Aktivierung) ergibt, bei den niederen Konzentrationen ein 
Minimum (also Hemmung). Die Hemmung an der saureu 
Seite im vorigen Versuch (wo auch unverdiinnte Galle, aber 
von anderer Herkunft, verwendet wurde), ist hiermit also niclit 
in Ubereinstimmung. Wir fihren das auf einen anderen Ge- 
halt an gallensaurem Salz zuriick, denn die gallensauren Salze 
sind, wie der folgende Versuch ergeben wird, wahrscheinlic) 
hier der mabgebende Faktor. 





ke 











Faktoren, welche die Trypsinverdauung im Darme beeinflussen. 197 


Versuch VI. 


250 mg Fibrin. Pankreatinlésung ',°/, in Puffer (wie bei Versuch V). 
,cem Puffer m/15. Zeit 2 Stunden. 7 = 30,2° Einflu8 von Na-Tauro- 
cholat. Im iibrigen wie V. 














Konz. Na- Menge des "le 
Nr. Taurocholat verd. Fibrins Substrat 
in Milliaqu. in mg umgesetzt 
1 10 108,7 43,5 
2 1 67,3 27,0 
/s000 46,1 18,4 
0 62,1 25,5 











Auch hier findet sich Aktivierung, abhingig von der Konzentration 
und bei kleiner Konzentration Hemmung. Obgleich wir hier weniger 
Punkte haben als im vorigen Versuche, ist der SchluB wohl berechtigt, 
da8 der EinfluB der Galle im vorigen Versuch den gallensauren Salzen 
zuzuschreiben ist. 

SchlieBlich erwihnen wir noch einen Versuch iiber den EinfluB 
von Galle auf die Verdauung von einem ,,gelésten‘‘ Substrat: Pepton. 


Versuch VII. 


In jedem Kolben: 5 ccm Phosphatpuffer m/15, 5 cem Pankreatin in 

Phosphat, 5 eem Galle in versch. Verd. oder 5 ccm Wasser; 10 cem 

Peptonlésung 2°/,. py = 6,2. 7’ = 30,5°. Zeit 2 Stunden. Die Nrn. 9 

und 10 sind Blankoversuche ohne Pepton, zur Bestimmung der Autolyse 
Nr. 8 gibt die Wirkung ohne Galle an. Formoltitration. 














Ny Verdiinnung Zunahme des 
wisi der Galle Titers n/5-KOH 
1 1 2,25 
2 lis 2,25 
3 if 2,30 
4 "fro0 2,27 
5 Wes 2,29 
6 */10 000 2,28 
7 */100 000 2,27 
8 _ 2,31 
9 1 1,24 
10 _ 1,23 








Man sieht aus diesem Versuche, dab die Galle bei saurer Reaktion 
keinen Einflu8 auf die Verdauung von Pepton durch Trypsin hat. Bei 
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allen untersuchten Verdiinnungen findet man den gleichen Wert. Da; 
ist also in Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen. 

Wir fanden also, daB fiir festes EiweiB (Fibrin) bei saurey 
Reaktion (p,, 6) ein polyvalentes Anion (K,FeCN,), Galle und 
Natriumtaurocholat in groBer Konzentration einen stark he- 
schleunigenden, in kleiner Konzentration einen schwach hemmen- 
den KinfluB haben. Bei einem gelésten KiweiBabbauprodukt 
(Pepton Witte) iibt die Galle bei p,, 6,2 in keiner Konzen- 
tration einen EKinfluB auf die Wirkung aus. 

Da die Aktivierung durch Galle bei einem bestimmten p, 
abhingig ist von der Gallenkonzentration (bzw. vom Gehalt 
der Galle an gallensauren Salzen), so wird eine eingehende 
Untersuchung der Aktivation durch Galle auBerst zeitraubend 
sein. Vorliufig haben wir das Verhalten nur bei schwach 
saurer Reaktion untersucht, weil das fiir unsere Fragestellung 
wichtig war. Es ist aus den auf 8.191 genannten kolloid- 
chemischen Griinden wahrscheinlich, dab der KinfluB der Galle 
bei p,, 6,2 spezifisch ist, d.h. nicht an der alkalischen Scite 
auftreten wird. 

Fiir unser Problem ergibt sich aus diesen Versuchen 
folgendes: Wenn die Reaktion des Darminhaltes schwach sauer 
und also vom Optimum entfernt ist, so ist z. B. bei p,, 6 die 
Wirkung auf Fibrin noch 3/, von der bei p,, 7,5—8 (vgl. Fig. 1, 
Kurve I), oder */, nach den Wahrnehmungen von Long und 
Hull (Fig. 1, Kurve III). Stellen wir uns nun vor, das gleiche 
Teile Galle und Darminhalt gemischt werden, so sieht man 
aus Fig. 5, daB fiir diesen Fall die Fermentreaktion unter 
dem KinfluB der Galle doppelt so schnell verlauft. 

Um den Unterschied von */, der Wirkung (zwischen p,, 6 
und 7,5-—8) zu kompensieren, braucht nur Galle anwesend zu 
sein in einer Volumkonzentration von etwa 1/,, des Darn- 
inhaltes.!) Die Anwesenheit solcher Konzentrationen an Galle 
ist keineswegs unwahrscheinlich. Hierbei kommt dann noch 
der Kinflu8 der Bewegung; wir sahen, daB bei maBiger Riihr- 





1) Das alles gilt unter der Voraussetzung, daB eine geniigence 
Konzentration an gallensaurem Salz vorhanden ist. 
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veschwindigkeit die Reaktionsgeschwindigkeit verdoppelt wird. 
‘ies findet wahrscheinlich fiir alle Punkte der Optimumkurve 
tatt, so daB auch beim Optimum mit Bewegung das Doppelte 
-erdaut wird, wie ohne Bewegung, aber man ersieht hieraus, 
wie sehr der KinfluB eines Unterschiedes im p,, (von 6—8) 
vegen diese anderen Faktoren zuriicktritt. Denn fir die 
absolute GréBe der Wirkung ist der Unterschied: Bewegung 
oder keine Bewegung bedeutender als ein Unterschied in p,, 
zwischen 6 und 8. 

Fiir die Peptonverdauung kénnen wir feststellen, dab dort 
die p,-Unterschiede noch viel weniger wichtig sind, weil die 
Optimumkurve so flach verlauft. Einen KinfluB der Galle gibt 
es hier nicht. 


Zusammenfassung. 


Die Darstellung, welche man in vielen Hand- und Lehr- 
viichern findet, als verlaufe die KiweiBverdauung im Darme 
heim optimalen p,, von etwa 8, ist unrichtig. Einige Substrate 
haben ihr Optimum bei niedrigerem p,, und die Reaktion des 
Darminhaltes schwankt um den Neutralitaitspunkt. 

Zwei Faktoren wurden gefunden, welche es ermdglichen, 
dab die Verdauung eines Substrates, welche optimal verliuft 
bei einem p,, von 8 oder héher, noch bei neutraler und schwach 
saurer Reaktion glatt verlaufen kann. 

Der erstere ist die Bewegung der Verdauungsmasse bzw. 
des Darminhaltes. Dieser Einflu8 ist groB genug, um fiir 
Fibrin den ungiinstigen EinfluB zu kompensieren, welchen eine 
Abweichung vom Optimum von zwei p,-Einheiten anf die 
‘eaktionsgeschwindigkeit ausiibt. 

Dieser Faktor beeinfluBt die Reaktionsgeschwindigkeit 
nicht spezifisch, er wiirde auch bei optimalem p,, diese noch 
steigern kénnen. Der zweite Faktor ist vermutlich von spe- 
zitischer Art: die Aktivierung der Wirkung von Trypsin auf 
‘estes KiweiB bei schwach saurer Reaktion. Auch dieser 
KinfluB ist so groB, daB bei bestimmter Gallenkonzentration 
cer Unterschied der Wirkung zwischen p,, 8 und 6 kompen- 
slert wird. 
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Kiir Pepton besteht diese Wirkung der Galle nicht, abe; 
dafiir fanden wir das Optimum bei Verdauung durch Trypsin 
viel breiter als fir Fibrin. Kin Unterschied zwischen p, 7 
und 8 kann hier nur eine unbedeutende Rolle spielen, 
Michaelis und Davidsohn fanden das Optimum nicht sg 
flach; bei uns treten beim Gebrauch von Pankreatin Rhenania 
eigentiimliche Minima auf, welche wir nicht zu erklaren ver. 
mogen. 

Wir bestimmten das Optimum fir Trypsinwirkung auf 
Fibrin (Gewichtsmethode) fiir lingere (physiologische) Zeitdauer. 
Es stimmt iiberein mit den Ergebnissen friiherer Forscher. 
(Long und Hull, Vonk fir Acanthiastrypsin), 





